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"A coisa mais bela que podemos experimentar é o mistério. Essa é a fonte de toda 








Schinus terebinthifolius, conhecida popularmente como aroeira, apresenta amplo 
emprego dentro da medicina popular, devido a sua ação bactericida, antiviral e 
antitumoral. A aroeira, assim como as plantas em geral, apresenta colonização por 
micro-organismos endofíticos. A relação dos isolados endofíticos da aroeira com 
potencial antimicrobiano da planta ainda não está totalmente elucidada. Sendo 
assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a influência dos fungos no potencial 
dessa planta, através do isolamento e caracterização de micro-organismos 
endofíticos produtores de substâncias antimicrobianas, bem como a caracterização 
do potencial antimicrobiano de plantas procedentes de ambiente natural e 
produzidas sob condições assépticas. A obtenção do extrato metanólico bruto e o 
isolamento dos micro-organismos endofíticos foram realizados a partir de folhas de  
S. terebinthifolius, localizada no município de Curitiba, Paraná. Para o ensaio de 
micropropagação, foram retirados segmentos nodais de mudas da mesma árvore, 
imersos em soluções desinfectantes e introduzidos em meio de cultura apropriado, 
com diferentes concentrações de fitoreguladores. Um total de 133 fungos foi isolado 
da planta e a partir de uma seleção macro e micromorfológica, obteve- se 21 grupos, 
dos quais três apresentaram atividade antimicrobiana para linhagens ATCC de 
bactérias e leveduras de interesse clínico, através do teste de pareamento. O fungos 
selecionados por esse critério foram caracterizados por marcadores moleculares, 
como Fusarium sp, Xylaria sp. e Epicoccum nigrum. A avaliação do extrato 
metanólico bruto de planta procedente do ambiente e da cultivada in vitro revelou 
atividade contra as linhagens referências utilizadas. Além disso, as análises 
realizadas em CLAE sugeriram a presença do composto galato de metila nas 
frações ativas do extrato bruto da planta procedente do ambiente e a cultivada in 
vitro. Os fungos isolados nesse trabalho parecem não estar relacionados com a 
produção de galato de metila por essa planta. No entanto, os fungos endofíticos 
apresentaram atividade antimicrobiana e sendo assim, a caracterização desses 
compostos representa um caminho para elucidação de substâncias relacionadas à 
indução e/ou sinergismo na produção de metabólitos com propriedades 
antimicrobianas pela planta S. terebinthifolius. 
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Schinus terebinthifolius, commonly known as aroeira, is used for its medical 
properties, for its antibacterial, antiviral and antitumor effects. The aroeira, just like 
other plants, presents endophytics microorganisms colonization. The link between 
the isolated endophytic of the aroeira and the antimicrobial potential of the plant is 
not entirely clear. Taking these observations into account, the objective of the 
present study was to evaluate the fungi influence on this plant‗s potential, through the 
isolation and characterization of endophytic microorganisms that are producers of 
antimicrobial substances and the characterization of the antimicrobial potential of 
plants derived from natural environment, produced under aseptic conditions. The 
attainment of crude methanolic extracts and the isolation of endophytic 
microorganisms experiments were made with the plant leaves. To test 
micropropagation, nodal segments were removed from saplings of the same tree, 
which were immersed in disinfectant solutions and introduced into an appropriate 
culture with different concentrations of phytoregulators. A total of 133 fungi were 
isolated from the plant based on a macro and micromorphologic selection, from 
which 21 groups were obtained. Three of these groups presented antimicrobial 
activity for ATCC strains of bacterias and yeasts of clinical interest, through pairing) 
test procedure. The selected fungi for this criterion were characterized by molecular 
markers, such as Fusarium sp, Xylaria sp, Epicoccum nigrum. The evaluation of the 
crude methanolic extract resulted from the plant originated from the environment and 
the in vitro cultivation, revealed activity against the referenced strains used in this 
study. In addition to that, the analysis performed on HPLC, suggest a presence of the 
same compound in the active fractions of the crude extract from the plant originated 
from the environment and the in vitro cultivation. In conclusion, the fungi isolated in 
this study seem not be linked to this plant production of methyl gallate.  However, the 
endophytic fungi presented antimicrobial activity. For this reason, the characterization 
of these compounds represents a path to elucidate the induction of substances-
related and/or synergism in the production of metabolites with antimicrobial 
properties by the plant S. terebinthifolius. 
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Schinus terebinthifolius Raddi é uma árvore perene, pertence à família 
Anacardiaceae, nativa da América do Sul, popularmente conhecida como 
aroeira (FARIZEL, 2008). Essa espécie apresenta amplo emprego dentro da 
medicina popular, o que permite sua escolha em estudos biológicos, clínicos, 
farmacológicos e químicos (SOARES, 2010). 
Vários estudos fitoquímicos desta espécie já foram realizados e 
indicaram a produção de compostos como ácidos graxos e terpenóides, 
principalmente os derivados ácidos 3 α-masticadienóico (schinol) e 
masticadienóico (JAIN et al., 1995). Os óleos voláteis extraídos dos frutos de  
S. terebinthifolius quando analisados, apresentaram atividade alelopática, 
citotóxica e tripanocida (SARTORELLI  et al., 2012; BARBOSA et al., 2007). 
Derivados fenólicos como os galatos de metila e etila, além de flavonóides 
(miricetina, miricetrina e quercitrina) foram isolados do extrato polar das folhas 
(CERUKS et al., 2007). 
Em estudo realizado com extrato foliar dessa planta foi constada a 
presença de ácido gálico com atividade antitumoral in vitro frente a diferentes 
linhagens celulares (SANTANA et al., 2012). Existem vários estudos a respeito 
da atividade antimicrobiana de S. terebinthifolius, em que ensaios in vitro 
indicaram que o extrato em etanol das cascas do tronco desta planta e as 
frações em hexano, clorofórmio e acetato de etila provenientes da partição 
deste, foram ativos frente a Staphylococcus aureus (LIMA et al., 2006) e o 
extrato aquoso apresentou atividade antifúngica contra a levedura Candida 
albicans (SCHMOURLO et al., 2005). Além disso, em estudo realizado por 
Johann e colaboradores (2010) foi isolado das partes aéreas da planta dois 
compostos antifúngicos ativos frente a Paracoccidioides brasiliensis, um 
importante agente de infecções sistêmicas. 
A aroeira, assim como as plantas em geral, apresenta colonização por 
micro-organismos endofíticos, que habitam os espaços intercelulares de 
plantas, sem causar sintomas de doença visíveis. O termo endofítico se refere 
apenas aos fungos no momento da detecção, sem levar em conta o estado 




hospedeiro é bastante complexa, pois esses produzem diversas exo-enzimas 
para facilitar a infecção e colonização do hospedeiro. No entanto, o hospedeiro 
pode utilizar várias estratégias para se defender, como aumento na atividade 
das enzimas relevantes, mudanças nas estruturas da parede celular e acúmulo 
de metabólitos tóxicos (SCHULZ; BOYLE, 2005). 
O relato de micro-organismos endofíticos isolados de plantas medicinais 
é um assunto bastante abordado, sendo que muitos trabalhos estão 
disponíveis sobre comunidade microbiológica em plantas medicinais (KNEIFEL 
et al., 2002). Em estudo realizado por Glienke e colaboradores (2012) com 
micro-organismos endofíticos isolados de plantas reconhecidas no Brasil por 
suas propriedades medicinais, entres elas a aroeira, Maytenus ilicifolia, 
espinheira santa e Vochysia divergens, conhecido como  cambará, relatou-se a 
presença de micro-organismos produtores de compostos químicos com 
atividade antimicrobiana nestas plantas. 
Porém, os estudos sobre plantas associadas a micro-organismos e 
efeitos da presença dos micro-organismos sobre os metabólitos ativos de 
plantas medicinais são raros, sendo a contribuição dos endofíticos na 
variabilidade da produção desses compostos em plantas medicinais pouco 
explorada. Vários metabólitos são produtos sintetizados e secretados por 
plantas associadas a micro-organismos, ou pelos endófitos que são fontes 
promissoras de novas moléculas farmacêuticas (GUTIERREZ et al., 2012). As 
investigações neste domínio estão aumentando. Os fungos secretam 
substâncias biologicamente ativas que podem transformar os principais 
metabólitos das plantas de interesse farmacêutico e assim influenciar na 
estabilidade desses produtos alterando o valor terapêutico do vegetal (GONDA 
et al., 2013). Os extratos de plantas utilizados na medicina tradicional podem 
ter suas atividades influenciadas de grande maneira pelos micro-organismos 
endofíticos presentes nelas. A questão é se a atividade antimicrobiana da 
planta é produzida pela própria planta ou é consequência de uma relação 
mutualista entre micro-organismos benéficos em seus tecidos (RADU; YOKE, 
2002). 
Na espécie S. terebinthifolius, a relação entre fungos endofíticos e a 
produção de metabólitos pela planta ainda não está totalmente elucidada. No 




associação química entre os extratos com atividade antimicrobiana da planta e 
os extratos dos micro-organismos isolados dela, foi verificado atividade 
antimicrobiana nos isolados endofíticos. Entretanto é necessário um estudo 
mais aprofundado, para que seja possível analisar a influência dos fungos 
endofíticos na produção de metabólitos com atividade antimicrobiana pela 
planta. 
A propagação in vitro de plantas medicinais tem sido realizada por vários 
pesquisadores e incrementada nos últimos anos devido a vários fatores, entre 
eles, dificuldades na reprodução e baixa taxa de germinação ou exploração 
irracional, resultando na quase extinção de algumas espécies e modificação do 
meio ambiente, dificultando a coleta de plantas saudáveis (SABÁ et al., 2002). 
Além disso, a micropropagação de plantas é uma ferramenta importante para 
análise da atividade dos extratos de plantas produzidas in vitro e a influência de 
fungos endofíticos na produção de metabólitos com atividade pela planta. 
Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a influência dos 
fungos no potencial dessa planta através do isolamento e caracterização de 
micro-organismos endofíticos produtores de substâncias antimicrobianas e 
caracterizar o potencial antimicrobiano de plantas procedentes de ambiente 










Analisar a influência de fungos endofíticos na produção de metabólitos 




- Realizar o isolamento dos endófitos das folhas de aroeira; 
-Verificar o potencial antimicrobiano dos diferentes isolados endofíticos obtidos; 
- Identificar por meio de marcadores moleculares os gêneros que apresentarem 
potencial antimicrobiano relevante; 
- Produzir plantas de S. terebinthifolius in vitro; 
- Testar a atividade antimicrobiana das frações do extrato metanólico bruto das 
folhas da planta de procedência ambiental e a planta produzida in vitro; 
- Analisar na planta produzida em condições assépticas, a presença de 








3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
 
Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae) é uma espécie dióica que 
apresenta ampla distribuição geográfica e plasticidade ecológica (LORENZI, 
2002). Essa planta é conhecida popularmente como aroeira-pimenteira e 
recebe várias denominações, como aroeirinha-vermelha, fruto-de-sabiá e 
pimenta brasileira. A árvore é perenifólia, heliófita e pioneira, possuindo 5-10 
metros de altura, folhas compostas imparipenadas e flores muito pequenas, 
brancas, agrupadas em panículas axilares e terminais. Os frutos são 
drupáceos, globóides, vermelhos quando maduro. Aparece desde os estados 
do nordeste até o Rio Grande do Sul, em várias formações vegetais; em Minas 
Gerais, muitas vezes forma populações densas (BRANDÃO; LACA-BUENDIA; 
MACEDO, 2002).  
 
3.1 Atividade biológica e composição química de S. terebinthifolius 
 
Na medicina popular, esta planta tem sido usada no tratamento de 
úlceras, problemas respiratórios, feridas, reumatismo, diarreia, doenças de pele 
e artrite (MORTON, 1979), bem como antisséptico e anti-inflamatório 
(MEDEIROS, 2007). Além disso, a decocção de flores, caules, frutos e folhas 
éindicada para o tratamento de tumores e lepra (SCHMOURLO et al., 2005). O 
interesse pela espécie se dá pelo seu metabolismo secundário que produz 
diversos compostos ativos. Os estudos fitoquímicos de S. terebinthifolius 
detectaram a presença de compostos fenólicos simples, flavonóides e taninos, 
óleos essenciais, esteróides, triterpenos, antraquinonas e saponinas (LIMA et 
al., 2006). 
Derivados fenólicos, tais como os galatos de metila e etila, além de 
flavonóides (miricetina, miricetrina e quercitrina) foram isolados do extrato polar 
das folhas de S.terebinthifolius (FIGURA 1), cuja ocorrência foi associada à 














FIGURA 1- COMPOSTOS FENÓLICOS ISOLADOS DAS FOLHAS DE S.terebinthifolius 
FONTE: CERUKS et al., (2007) 
 
Queires e Rodrigues (1998) quantificaram as substâncias fenólicas 
presente nos órgãos totais de S. terebinthifolius com a justificativa de que 
muitas das atividades desta planta são atribuídas a polifenóis que pertencem a 
sua constituição estrutural. Os autores observaram uma distribuição irregular 
dos compostos entre os órgãos da planta, sendo que dentre os órgãos 
vegetativos, as folhas apresentaram a maior concentração de compostos 
fenólicos, o que demonstra a importância da utilização da porção correta da 
árvore para a obtenção de determinada atividade. A utilização da tintura da 
casca da aroeira é uma alternativa terapêutica eficaz no tratamento da 
estomatite protética, promovendo remissão dos sinais clínicos e eliminação da 
infecção por Candida sp. (SOARES, 2010). 
A análise da atividade antimicrobiana de extratos, aquoso e alcoólico, 
obtidos de frutos de S. terebinthifolius indicou que o extrato alcoólico 
apresentou efeito inibitório sobre o crescimento de Staphylococcus aureus 
ATCC 6538 e de Bacillus cereus ATCC 11778, apresentando quantidade 
significativa da flavona apigenina, além de ácido elágico. O extrato aquoso não 
apresentou efeito inibitório sobre o crescimento dos micro-organismos testados 
(DEGÁSPARI; WASZCZYNSKYJ; PARDO, 2005).  
Em outro estudo, porém verificou-se que o extrato aquoso de  
S. terebinthifolius apresentou atividade contra S. aureus, S. epidermidis,  
B. cereus, Pseudomonas aeruginosa, Trichophyton rubrum, Microsporum canis, 




discutem que esta atividade antibacteriana e antifúngica está, possivelmente, 
associada à presença de certos compostos químicos, em especial de taninos, 
além de compostos presentes em menor quantidade, como os alcalóides, 
esteróides, chalconas e urundeuvinas (LIMA et al., 2006).  
Estudos indicaram potencial fungitóxico do extrato obtido de folhas de  
S. terebinthifolius frente ao fungo patógeno de humanos, Paracoccidioides 
brasiliensis (JOHANN et al., 2010). O extrato metanólico das folhas de  
S. terebinthifolius apresentou atividade antifúngica sobre Candida albicans e 
Cryptococcus neoformans formando halos de inibição de 15 e 20 mm, 
respectivamente, além de atividade contra Leishimania chagasi e Leishimania 
amazonensis (BRAGA et al.,2007). 
Em um estudo para analisar o potencial in vitro do extrato etanólico das 
folhas de S. terebinthifolius contra células tumorais, verificou-se atividade frente 
a células de melanoma humano (A2058), adenocarcinoma da mama (MCF7), 
leucemia (HL-60) e carcinoma cervical e foi descrita também pela primeira vez 
a presença de ácido gálico no extrato ativo de S. terebinthifolius com atividade 
antitumoral (SANTANA et al., 2012). Matsuo e colaboradores (2011) relataram 
que a substância α-pineno isolada de frutos de S. terebinthifolius pode ser um 
componente importante para a terapia de melanoma, dado o seu elevado 
potencial de induzir a apoptose em células cancerosas. Em ratos tratados 
sistemicamente com α-pineno, ocorreu acentuada redução nos nódulos 
tumorais pulmonares, indicando uma importante atividade contra o melanoma 
metastático. Queires e colaboradores (2006) comprovaram a atividade 
antiproliferativa e antitumoral sobre células prostáticas cancerosas da fração de 
polifenóis do extrato das folhas de S. terebinthifolius, provavelmente por estes 
compostos atuarem em enzimas lisossômicas destas células e, 
consequentemente, induzirem a apoptose  
Um estudo realizado por Gundidza e colaboradores (2009) com óleos 
essenciais  de S. terebinthifolius cultivadas em Zimbábue na África do Sul, 
encontrou diferenças entre o perfil químico e atividade antimicrobiana de S. 
terebinthifolius em relação às plantas cultivadas em outras partes do mundo, 
especialmente no Brasil, onde esta planta é nativa. Este estudo indicou a 
presença de constituintes como 3-ciclo-hexeno-1-butanol e trans-β-ocimeno, 




BARBOSA e colaboradores (2007). Essas diferenças podem estar relacionadas 
com as estratégias de defesa contra os agentes patogênicos ou como uma 
adaptação ecológica a um habitat específico (MAU et al, 2003; AGRAWAL, 
2007). Gundidza e colaboradores (2009) demonstraram ainda a atividade do 
óleo essencial de S. terebinthifolius, originária de Zimbábuee, contra E. coli, Y. 
enterocolitica e P. aeruginosa, bem como de atividade moderada contra C. 
albicans e Aspergillus flavus. 
Em relação ao estudo realizado por Barbosa e colaboradores (2007), foi 
relatado que os óleos essenciais de folhas, frutos maduros e imaturos de S. 
terebinthifolius cultivada no Brasil, apresentaram atividade alelopática contra 
Lactuca sativa com taxa de inibição de 88% a 92%. Também foi investigada a 
atividade citotóxica dos óleos essenciais extraídos dos frutos dessa planta 
contra células do câncer de mama humano (MCF-7), sendo constatada a 
atividade dos óleos essenciais de S.terebinthifolius contra estas linhagens de 
células (BENDAOUD, 2010). O composto α-pineno isolado a partir dos óleos 
essenciais dos frutos de S. terebinthifolius, apresentou ação contra o parasita 
Trypanosoma cruzi (SARTORELLI et al., 2012). 
 
 
 3.2 Fungos endofíticos 
 
 
Estima-se que 1,5 milhões de espécies de fungos estejam presentes no 
nosso planeta (HAWKSWORTH, 2004). Dentre esses, estão os fungos 
endofíticos, micro-organismos pertencentes a várias ordens de fungos, que 
colonizam os tecidos vivos e internos das plantas, de forma intracelular ou 
extracelular, em uma relação que varia da simbiose à linha limítrofe da 
patogenicidade (SAIKKONEN et al., 1998). O termo endofítico foi utilizado pela 
primeira vez em 1866 por Barry (apud AZEVEDO, 1997) para designar os 
micro-organismos que viviam nos tecidos vegetais em caso de infecções 
assintomáticas ou não e nos casos de interação antagonísticas ou simbióticas.  
A relação simbiótica entre a planta e os micro-organismos endofíticos é 
benéfica para o micro-organismo pela obtenção de proteção e nutrição, em 




podem aumentar o seu crescimento, reprodução e resistência aos fatores de 
estresse do ambiente (LU et al., 2000; SAIKKONEN et al., 2004). Muitos 
desses micro-organismos têm importância no processo de adaptação e seleção 
de várias espécies vegetais, como por exemplo, produzindo substâncias que 
impedem ataques de insetos, a partir da produção de compostos pelos fungos 
que desenvolvem na planta, como sabor desagradável ou ainda, favorecem o 
crescimento em ambientes hostis (CARROLL, 1988). A interação fungo 
endofítico-planta hospedeira é baseada no equilíbrio entre a virulência do fungo 
e a defesa da planta. Este equilíbrio é dinâmico e pode ser modificado sob 
condições de estresse do hospedeiro ou alteração fisiológica nos organismos 
envolvidos (SCHULZ, 2002; SAIKKONEN et al., 2004). 
Recentemente, foi revelado que a interação endófitico-planta pode ir 
além do equilíbrio entre virulência e defesa, sendo esta interação muito mais 
complexa e controlada com precisão (KUSARI et al., 2012). Por exemplo, o 
composto camptotecina, encontrado na casca de Camptotheca acuminata, com 
ação citotóxica e anticancerígena devido à inibição da enzima topoisomerase I, 
envolvida nos processos de transcrição e replicação do DNA e que se encontra 
altamente expressa em tumores (KUSARI et al., 2012). O fungo Fusarium 
solani isolado a partir dos tecidos entrecasca de C. acuminata, também 
relatado como produtor de camptotecina, garante sua proteção contra esse 
composto através de alterações específicas nos domínios catalíticos da sua 
topoisomerase I (KUSARI et al., 2011a). Da mesma forma, a topoisomerase I 
codificada por outro endófito isolado a partir do mesmo tecido, mas que não 
produz camptotecina, também contém as mesmas alterações para torná-lo 
resistente à ação de camptotecina. Isso sugere que a pré-adaptação evolutiva 
é semelhante em endófitos que infectam a mesma planta, independentemente 
da sua capacidade biossintética. (SIRIKANTARAMAS et al., 2009).  
A composição de espécies pode variar de acordo com o hospedeiro, 
distribuição geográfica, idade da planta e condições ecológicas, incluindo 
altitude e precipitação. Por exemplo, uma ou duas espécies são predominantes 
como endofíticas em um dado hospedeiro, enquanto outros isolados são 
poucos frequentes (CARROLL; CARROL, 1978; ARNOLD et al., 2003). A 
população de endófitos de uma determinada planta pode variar de acordo com 




uma provável ação protetora (REITER et al., 2002; YANG; CROWLEY; 
MENGE, 2001). Um estudo realizado na China verificou que a sazonalidade 
também interfere na população de endófitos, o isolamento de micro-organismos 
endofíticos de Heterosmilax japonica realizado na primavera gerou maior 
número de isolados em relação ao isolamento realizado no verão (GAO et al., 
2005).  
Os fungos endófitos podem regular rotas bioquímicas, levando à 
produção de substâncias comuns a seus hospedeiros ou vice-versa, que 
podem ter aplicações fora da planta na qual eles residem (STROBEL, 2002). O 
primeiro relato foi o isolamento do paclitaxel (taxol®) do fungo endofítico 
Taxomyces andreanae a partir da planta Taxus brevifolia, representante da 
família Taxaceae (STIERLE et al., 1995). O taxol® ou paclitaxel é um potente 
agente terapêutico antineoplásico e foi identificado inicialmente em Taxus 
brevifolia (WANI, 1971). Outros exemplos de micro-organismos endofíticos que 
produziram os mesmos metabólitos que a planta hospedeira podem ser 
ilustrados pelos fungos Fusarium sp. e Myrothecium sp. (TRAPP et al., 1998), 
produtores de tricotecenos macrocíclicos, os quais foram isolados das plantas 
Baccharis megapotamica e B. coridifolia (JARVIS et al., 1988; RIZZO et al., 
1997). Metabólitos de fungos endofíticos idênticos ao do hospedeiro podem ser 
ilustrados também pelos compostos anticancerígenos podofilotoxina, obtido a 
partir do endofítico Trametes hirsuta, associado ao hospedeiro Podophyllum 
hexandrum (PURI et al., 2006). 
Estudos que relatam a produção de moléculas bioativas por micro-
organismos endofíticos, idênticas à produzidas pela planta hospedeira, 
corroboram a teoria de que durante a colonização da planta hospedeira, esses 
micro-organismos se adaptam ao microambiente vegetal e assimilam parte do 
DNA vegetal em seu genoma, constituindo um processo de co-evolução, no 
qual os endófitos adquirem de seus hospedeiros a capacidade de biossíntese 
de compostos bioativos (KOUR et al., 2008). Outras teorias assumem que o 
inverso também é verdadeiro, de modo que parte do DNA microbiano, durante 
um processo de co-evolução, foi assimilado ao genoma da planta, e o que era 
uma exclusividade do endófito passa a ser do seu hospedeiro também 




Os extratos de plantas utilizadas na medicina tradicional podem ter suas 
atividades influenciadas de grande maneira pelos micro-organismos endofíticos 
presentes nelas. A questão é se a atividade da planta é produzida pela própria 
planta ou é consequência de uma relação mutualista entre micro-organismos 
benéficos em seus tecidos (RADU; YOKE, 2002). 
A presença de fungos endofíticos e dos metabólitos produzidos por eles 
podem modificar a rota metabólica das plantas. Wang e colaboradores (2012) 
investigaram efeitos do fungo endófito Gilmaniella sp. e do metabólito com 
efeitos elicitor produzido por ele na defesa e respostas metabólicas de plantas 
hospedeiras Atractylodes lancea, a fim de entender como utilizar melhor fungos 
endofíticos e seus recursos elicitores. Os resultados obtidos indicaram que o 
eliciador fúngico poderia melhorar substancialmente o teor total de óleo volátil, 
enquanto o fungo poderiaefetivamente melhorar a qualidade dos 
medicamentos fitoterápicos.  
Em estudo realizado por Naik e colaboradores (2008) sobre a 
diversidade de fungos endofíticos em plantas medicinais arbustivas, realizado 
com 15 plantas medicinais na região de Malnad, Sul da Índia, foram isolados 
6125 fungos endofíticos de 9000 segmentos foliares. Sendo Alternaria, 
Chaetomium, Fusarium, Colletotrichum, Cladosporium, Penicillium, Phyllosticta 
e Xylaria os gêneros de fungos mais frequentemente isolados. Ainda, 
constatou-se que durante o inverno, os fungos eram mais frequentes quando 
comparados às demais estações, os autores descrevem também que no 
inverno devido à alta umidade e temperaturas moderadas, os esporos fúngicos 
podem propagar com mais sucesso. Os autores acrescentam que a alta 
incidência de espécies do gênero Cladosporium e Penicillium isolados durante 
o verão pode estar relacionada à habilidade que os esporos destes fungos 
apresentam em crescer mesmo em baixos potenciais de água. 
O número de metabólitos secundários produzidos por fungos endofíticos 
é maior do que o de qualquer outro micro-organismo. Isso é justificado em 
parte por ser uma consequência da alta frequência dos vários trabalhos de 
isolamento de fungos endofíticos de plantas (ZHANG et al., 2006). A 
descoberta do efeito antibacteriano de um extrato bruto proveniente do meio de 
cultura ou do micélio de um fungo é a primeira das etapas necessárias para a 




compreendem um extrato bruto não possuem atividade antibacteriana 
relevante quando avaliada individualmente, mas atuam sinergicamente com 
outras substâncias produzidas pelo micro-organismo (RADIC; STRUKELJ, 
2012). 
A elucidação e a identificação da estrutura do metabólito com maior 
atividade são essenciais para o desenvolvimento de um novo antibiótico, com 
potencial para ser utilizados em terapia (RADIC; STRUKELJ, 2012). Os ácidos 
xanaltéricos I e II extraídos dos extratos do fungo endofítico Alternaria sp., 
isolado a partir da planta de mangue Sonneratia alba coletadas na China, 
exibiram atividade antimicrobiana ampla contra S. aureus meticilina-resistente 
(MRSA), Enterococcus faecium, Enterococcus cloacae, Streptococcus 
pneumonia, Candida albicans e Aspergillus faecalis (KJER et al., 2009).  
Em um estudo mais recente da atividade antimicrobiana de extratos 
brutos isolados de fungos endofíticos de mangue, Buatong e colaboradores 
(2011) testaram um total de 385 extratos de 150 fungos endofíticos com um 
teste de triagem antimicrobiana. Eles isolaram fungos endofíticos de folhas e 
ramos de 12 espécies de manguezais (Aegiceras corniculatum, Avicennia alba, 
Avicennia officinalis, Bruguiera gymnorrhiza, Bruguiera parviflora, Lumnitzera 
littorea, Rhizophora apiculata, Rhizophora mucronata, Sonneratia caseolaris, 
Scyphiphora hydrophyllacea, Xylocarpus granatum e Xylocarpus moluccensis) 
no sul da Tailândia. Os compostos químicos foram isolados a partir da cultura 
em meio líquido e dos micélios fúngicos e determinada a sua MIC contra 
bactérias patogênicas humanas. Noventa e dois isolados produziram 
compostos inibitórios. A maioria dos extratos (28-32%) apresentou ação em S. 
aureus. Somente dois extratos inibiram P. aeruginosa (MIC 200 µg/ml) e 
nenhum dos extratos inibiu E. coli. Os extratos fúngicos mais ativos pertenciam 
aos gêneros Acremonium, Diaporthe, Hypoxylon, Pestalotiopsis e Xylaria. 
Em outro estudo, o endófito Xylaria sp. foi isolado a partir de folhas de 
Ginkgo biloba e apresentou ampla atividade antimicrobiana. A partir dos 
extratos de cultura do fungo, um composto bioativo foi isolado e identificado 
como 7-amino-4-metilcumarina por ressonância magnética nuclear e 
espectrometria de massa. Esse composto apresentou relevante atividade 
antibacteriana e antifúngica in vitro contra S. aureus, E. coli, Salmonella typhia, 




Yersinia sp., Vibrio anguillarum, Shigella sp., Vibrio parahaemolyticus, Candida 
albicans, Penicillium expansum e Aspergillus niger  (LIU et al., 2008).  
A separação cromatográfica dos extratos das culturas cultivadas do 
fungo endofítico Ampelomyces sp. isolado a partir da planta medicinal 
Urospermum picroides, forneceu 14 produtos naturais que foram identificados 
com base nos espectros de RMN 1H e 13C, bem como os espectros de massas 
e comparação com os dados previamente publicados, dois compostos 
apresentaram atividade antimicrobiana. O composto 3-O-metilalaternina 
mostrou atividade com CIM de 12,5 µg/ml contra Staphylococcus epidermidis, 
S. aureus e Enterococcus faecalis. O composto altersolanol A apresentou um 
valor de CIM de 12,5 µg/ml contra S. epidermidis e E. faecalis, e 25 µg/ml 
contra S. aureus (ALY et al., 2008).  
Existem poucos estudos sobre a comunidade endofítica de  
S. terebinthifolius. Strapasson, Santos e Medeiros (2002) isolaram fungos dos 
gêneros Fusarium, Alternaria, Pestalotia, Penicillium, Aspergillus, Trichoderma, 
Chaetomium, Nigrospora, Goetrichum e Mucor como endofíticos de sementes 
de aroeira. Lima (2008) isolou das folhas de S. terebinthifolius fungos do 
gênero Colletotrichum, Phomopsis, Pestalotiopsis e Phyllosticta. Tonial (2010), 
identificou isolados de Streptomyces, Aspergillus sp., Penicillium sp.,  
P. roseopurpureum, Alternaria sp., Phomopsis sp., Colletotrichum sp. e 
Trichaptum sp., como endófitos das folhas. Além disso, Tonial EME 
colaboradores (2010) relataram que os isolados endófitos de fungos e 
Actinomycetos das folhas de S. terebinthifolius apresentavam potencial para 
bioprospecção, promovendo inibição do crescimento de pelo menos um dos 
micro-organismos de interesse clínico testados.  
Em estudo realizado com endofíticos isolados de folhas da aroeira foram 
encontradas três diferentes espécies do gênero Colletotrichum e mostrou 
grande diversidade genética, incluindo a espécie C. gloeosporioides,  
C. boninense e C. simmondsii (LIMA et al., 2012). Gomes e colaboradores 
(2013) realizaram um trabalho de revisão com fungos do gênero Diaporthe 
provenientes de várias coleções microbiológicas, com objetivo de esclarecer a 
taxonomia e a filogenia das espécies pertencentes a esse gênero. A espécie 
Diaporthe terebinthifolis foi descrita pela primeira vez nesse estudo, isolada a 




Embora o conhecimento da ecologia e filogenia de micro-organismos 
endofíticos tenha se acumulado rapidamente durante as últimas décadas, 
questionamentos sobre a origem evolutiva, especiação e papel ecológico dos 
endofíticos permanecem largamente sem resposta (SAIKKONEN et al., 2004). 
Sabe-se que de aproximadamente 300.000 espécies de plantas existentes na 
terra, cada uma é hospedeira de um ou mais endofíticos, especialmente 
plantas lenhosas, que podem conter inúmeras espécies com potencial para 
estudos (SAIKKONEN, 1998; GUO et al., 2008). 
 
3.3 Estabelecimento in vitro de S. terebinthifolius 
 
O cultivo de plantas in vitro ou cultura de tecidos vegetais pode ser definido 
como o cultivo, em ambiente artificial sob condições assépticas e controladas 
de células vegetais isoladas, ou tecidos ou órgãos, que podem dar origem a 
plantas inteiras, diretamente do explante ou indiretamente através de calos. 
Trata-se de uma biotecnologia, que compreende vários métodos de 
propagação vegetal em laboratório e, atualmente, vem sendo amplamente 
utilizada como ferramenta para o estudo do metabolismo, fisiologia, 
desenvolvimento e reprodução de plantas com propriedades desejáveis, tais 
como resistência a pragas e acúmulo de substâncias ativas de interesse 
comercial (GEORGE, 1993; LAKSHMANA et al., 2005). 
A micropropagação é baseada no fenômeno da totipotência das células 
vegetais, ou seja, cada célula vegetal possui a capacidade de gerar uma nova 
planta, permitindo a manutenção plena das características da planta-mãe, de 
modo uniforme, rápido crescimento e matéria-prima homogênea, uma vez que 
é possível obter várias cópias geneticamente idênticas de um mesmo indivíduo, 
livre de contaminações (CALDAS et al., 1990). 
As principais exigências para um protocolo de micropropagação viável 
incluem a formulação de meios de cultura simples, poucos procedimentos nas 
fases de produção, taxas consistentes de propagação, sustentabilidade do 
sistema em longo prazo e acima de tudo um controle adequado da 
contaminação, microbiana. Pode-se afirmar que as plantas axênicas são 
aquelas consideradas livres de todo e qualquer micro-organismo, sendo termo 




A propagação in vitro de plantas medicinais tem sido realizada por vários 
pesquisadores e incrementada nos últimos anos, devido a vários fatores, entre 
eles, dificuldades na reprodução, baixa taxa de germinação ou exploração 
irracional, resultando na quase extinção de algumas espécies e modificação do 
meio ambiente, dificultando a coleta de plantas saudáveis (SABÁ et al., 2002). 
Murashige (1962) propôs três diferentes estágios para a 
micropropagação: Estágio I: seleção de explantes, desinfestação e cultivo 
destes em meio nutritivo, sob condições assépticas; Estágio II: multiplicação 
dos propágulos por meio de sucessivos subcultivos em meios de cultura 
apropriados e; Estágio III: transferência das partes aéreas produzidas para 
meio de cultura com reguladores de crescimento indutores de raízes e o 
posterior transplantio das mudas produzidas para substrato ou solo. Um 
protocolo completo de propagação de plantas consiste em descrever esses três 
estágios do processo para uma determinada espécie. 
A aroeira é uma espécie lenhosa, que geralmente apresenta elevada 
variabilidade no comportamento in vitro, o que faz com que seja necessário 
escolher condições de cultivo para cada espécie e para os diferentes 
genótipos. Portanto, a escolha adequada do meio nutritivo, bem como dos 
reguladores de crescimento constituem etapas relevantes nesse processo. De 
maneira geral, utiliza-se um meio básico composto de macro e micronutrientes, 
vitaminas, inositol, fonte de açúcar (geralmente sacarose), e eventualmente 
outros compostos orgânicos (como aminoácidos) e outras substâncias 
quimicamente indefinidas (como água de coco e extrato de malte) e, também, 
reguladores de crescimento. Os meios nutritivos comumente usados com 
espécies florestais são o MS de Murashige e Skoog (1962), cuja formulação foi 
desenvolvida, inicialmente para tecido medular de Nicotiana tabacum e o WPM 
(―Woody Plant Medium‖) elaborado por Lloyd e McCown (1981) para a 
propagação de plantas lenhosas. 
A dificuldade de obter tecidos livres de contaminações provocadas por 
fungos e bactérias e ainda, por oxidações causadas pela liberação de 
compostos fenólicos, é um dos maiores entraves no estabelecimento in vitro de 
espécies lenhosas (THORPE et al., 1991; GRATTAPAGLIA; MACHADO, 
1998). As contaminações provocadas por fungos e bactérias podem ser 




explante em casa-de-vegetação, situação que favorece a aplicação e ação de 
fungicidas e bactericidas (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Os micro-
organismos contaminantes competem com os explantes pelos nutrientes do 
meio de cultura e provocam danos diretos e indiretos pela colonização de seus 
tecidos, podendo eliminar no meio, metabólitos tóxicos às plantas 
(MONTARROYOS, 2000). Os agentes desinfestantes comumente utilizados na 
cultura de tecidos para a assepsia de segmentos nodais e gemas apicais 
incluem o etanol, hipoclorito de cálcio, hipoclorito de sódio e cloreto de 
mercúrio (HARTMANN et al., 1990; VASSIL; THORPE, 1994). 
A desinfestação de segmentos nodais em espécies lenhosas é a 
primeira etapa a ser considerada para a realização de um ótimo 
estabelecimento in vitro (PIERIK, 1990). Os níveis de contaminação tendem a 
ser maiores quando as plantas matrizes usadas como fonte de explantes são 
provenientes do campo. No entanto, mesmo as plantas submetidas a rigoroso 
controle fitossanitário e mantidas em viveiro protegido ou casa de vegetação 
são fontes potenciais de micro-organismos, que podem tornar-se limitantes aos 
procedimentos de cultivo in vitro (MEDEIROS, 1999).  
A oxidação dos explantes é outro obstáculo a ser vencido no 
estabelecimento in vitro de espécies lenhosas. Esta ocorre devido ao corte que 
danifica as células dos tecidos, promovendo a liberação de compostos 
fenólicos precursores da síntese de lignina, os quais modificam a composição 
do meio de cultivo e a absorção de metabólitos, podendo levar à morte dos 
tecidos (ANDRADE et al., 2000). Para evitar ou minimizar estes fatores, os pré-
tratamentos aplicados às plantas doadoras de explantes são determinantes no 
processo de estabelecimento in vitro. 
A oxidação fenólica ocorre devido à presença da enzima polifenol 
oxidase nos plastídeos da célula vegetal que atua oxidando substâncias 
precursoras da síntese de lignina, acarretando na liberação de substâncias 
tóxicas no meio de cultura que inibem o desenvolvimento do explante, 
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Vários tratamentos ou pré-tratamentos 
podem ser utilizados com a finalidade de atenuar o problema de oxidação 
fenólica. Dentre eles, os compostos antioxidantes mais comuns adicionados ao 
meio de cultura são cisteína, ácido ascórbico, glutationa, polivinilpirrolidona 




produtos de oxidação, evitando que os mesmos afetem o crescimento do 
explante (ALENCAR, 1999). 
Os fitorreguladores se destacam como os principais controladores da 
morfogênese in vitro. Dentre as citocininas, o BAP (6- benzilaminopurina) tem 
sido muito eficaz para promover a multiplicação em diversas espécies e parece 
ser a citocinina mais adequada para a multiplicação de parte aérea e indução 
de gemas adventícias. Contudo, em algumas culturas, podem-se obter 
brotações pequenas, inadequadas para serem individualizadas para o 
enraizamento. Neste caso, necessita-se de uma fase de alongamento, sendo 
as giberelinas os principais reguladores vegetais utilizados com esta finalidade 
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). 
A indução de raízes em brotos micropropagados, permite a composição 
de uma planta completa e de sua posterior transferência para o ambiente ex-
vitro. Segundo Alencar (1999), o processo de enraizamento consiste em duas 
fases distintas, porém contínua: a indução e o alongamento. Na fase de 
indução, comumente se utiliza meio nutritivo contendo uma maior concentração 
de auxinas enquanto que na segunda fase, este fitorregulador deve estar 
presente em baixas concentrações ou ausente. Entretanto, o processo de 
enraizamento em plantas lenhosas é mais complexo do que em herbáceas, 
principalmente quando se utiliza explantes oriundos de plantas adultas, pois os 
seus tecidos estão bastante especializados (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 
1998).  
Em trabalhos de cultura de tecidos, o tratamento de brotos com auxinas 
sintéticas como AIB e ANA estimula a formação de raízes (GASPAR; 
COUMANS, 1987; citado por ALENCAR, 1999). A diluição dos sais do meio de 
cultura pode aumentar a eficiência do processo de enraizamento, já que a sua 
alta concentração tende a inibir a formação dessas estruturas. Porém, o broto 
pode ter o seu desenvolvimento interrompido e consequente morte em meios 
de cultura que apresentem baixa concentração de macronutrientes 
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). 
Durante ensaios para cultivo in vitro da aroeira da praia, observou-se 
que o explante mais indicado é o segmento nodal. Os segmentos internodais 




tratamento com 4,5 µM de BAP foi mais responsivo para a regeneração de  
S. terebinthifolius (PAIVA; ALOUFA, 2009). 
 
 
4 MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
4.1 Material Vegetal 
 
O desenvolvimento dos métodos descritos abaixo foi realizado a partir 
de folhas e sementes coletadas da espécime de Schinus terebinhifolius 
localizada no Campus Politécnico da Universidade Federal do Paraná, mais 
precisamente, à latitude 25º 26.827S, longitude 49º 13.997O e altitude de 940m 
(GPS Ashtech Promark 2), de acordo com o Departamento de Geomática, 
Curso de Engenharia Cartográfica da UFPR. A identificação botânica da planta 
foi realizada no Herbário do Departamento de Botânica da UFPR (UPCB) pelo 
Prof. Dr. Olavo Araújo Guimarães. O herbário possui uma exsicata da planta 
sob o registro: UPCB-30848. 
 
4.2 Isolamento dos micro-organismos endofíticos 
 
 
A metodologia utilizada para o isolamento dos micro-organismos 
endofíticos foi a descrita por Petrini (1991) com algumas modificações 
estabelecidas por LIMA, 2008. Dois isolamentos foram realizados nos meses 
de setembro de 2011 e março de 2012. Para o isolamento, foram coletadas 
amostras de 240 folhas com pecíolos, da espécime vegetal localizada no 
Campus Politécnico da Universidade Federal do Paraná, acondicionadas em 
sacos plásticos etiquetados e levadas ao laboratório. Para desinfestação da 
superfície do material, a fim de se eliminarem os micro-organismos epifíticos, 
as folhas foram lavadas em água corrente. Os pecíolos foram parafinados para 
evitar a entrada de solução esterilizante nos tecidos internos das folhas, desta 
forma preservando os endofíticos. Em seguida, as folhas foram imersas em 




de sódio (NaOCl) a 3%, por 4 minutos, novamente lavadas em etanol 70% por 
30 segundos e por último em água destilada esterilizada por 6 minutos.  
As folhas foram cortadas, em condições de assepsia, em fragmentos 
de aproximadamente 0,5 x 0,5cm, utilizando-se um bisturi esterilizado, os quais 
foram transferidos para placas de Petri com diferentes meios de cultura (Meio 
Agar Batata Dextrose, com tetraciclina a 50 μg/mL para fungos e ágar seletivo 
para actinomicetos). Então, as placas foram incubadas a 28ºC por 20 dias, 
sendo o crescimento verificado diariamente para o repique dos micro-
organismos que se desenvolveram. Para o cálculo da frequência de isolamento 
foi usada uma relação de 100% para o número de fragmentos semeados. As 
coletas foram realizadas nos meses de setembro de 2011 e março de 2012. 
As culturas foram armazenadas permanentemente na coleção de 
fungos do Laboratório de Microbiologia, Departamento de Patologia Básica 
(LABMICRO-UFPR), Paraná, Brasil. 
 
4.3 Avaliação da atividade antimicrobiana dos endófitos das folhas de S. 
terebinthifolius 
 
Primeiramente foi realizada uma seleção macromorfológica, na qual 
apenas um exemplar de cada morfologia de colônia foi mantido para os 
ensaios. Em seguida foi realizado um ensaio de pareamento dos micro-
organismos previamente selecionados pela macromorfologia contra micro-
organismos de interesse clínico Staphylococcus aureus (ATCC 27213), 
Escherichia coli (ATCC 35219), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e 
Candida albicans (ATCC 10231). Para isso, os isolados de fungos foram 
incubados em BDA por sete a quatorze dias, dependendo da taxa de 
crescimento do micro-organismo, a 28ºC. Com o auxílio de um vazador de 
rolhas, foram retirados cilindros de ágar com o crescimento de 6 mm de 
diâmetro das bordas das colônias. Os cilindros foram transferidos para placas 
de Petri contendo uma camada de 15 mL de Ágar Mueller-Hinton. 
Cada placa recebeu cinco fragmentos, sendo um controle negativo 
composto apenas de BDA,um controle positivo com antibiótico e os outros três 
com fragmentos de diferentes endófitos. Após a distribuição destes fragmentos 




Mueller-Hinton fundido, contendo o inóculo. Para o preparo do meio com o 
inóculo, inicialmente foi feita uma suspensão bacteriana na concentração de 
aproximadamente 108 UFC/mL (escala MacFarland nº0,5) e uma suspensão 
leveduriforme, com aproximadamente 106 UFC/mL (escala MacFarland nº0,5), 
em caldo Mueller-Hinton  a partir de uma cultura de 24 horas do micro-
organismo. Então, 100 μL de uma destas suspensões foi adicionada em 15 mL 
de Ágar Mueller-Hinton  fundido em uma temperatura próxima aos 45ºC e 
homogeinizado.  
As placas contendo os cilindros dos endófitos e o meio com inóculo 
solidificado, foram incubadas em aerobiose a 35ºC por 24 a 48 horas, para 
bactérias e levedura respectivamente. Para a análise dos resultados foi 
investigada a presença de halos de inibição do crescimento bacteriano e 
leveduriforme. Como controles da viabilidade do inóculo, foram utilizadas 
placas apenas com a linhagem referência (MARIANO, 1993). 
 
4.4 Extração de DNA e Sequenciamento  
 
A metodologia para extração do isolados fúngicos foi a estabelecida 
por Vicente et al., (2008). Aproximadamente 1 cm2 de micélio dos isolados 
cultivados em BDA, foi transferido para microtubos de PCR volume de 1,5mL 
contendo tampão CTAB e uma mistura de sílica em pó (sílica gel/celite 2:1). O 
material foi triturado e adicionado clorofórmio, obtendo-se fases. A fase aquosa 
foi coletada e transferida para um novo tubo e acrescentado etanol, para a 
precipitação do DNA. Após a precipitação do DNA, foi procedida a lavagem 
com álcool 70% gelado. O DNA obtido foi quantificado por espectrofotometria 
(260nm) e sua integridade verificada em gel de agarose 0,8% corado com 
brometo de etídio.  
As regiões ITS1, 5.8S e ITS2 do gene DNA ribossomal foram 
amplificados com os pares de oligonucleotídeos iniciadores V9G  
(5‘-TTACGTCCCTGCCCTTTGTA-3‘) e LS266  
(5‘- GCATTCCCAAACAACTCGACTC- 3‘) (GERRITS VAN DEN ENDE; DE 
HOOG 1999) utilizando as condições de reações baseadas em Vicente et al., 
(2008), seguindo um ciclo de 94ºC por 2 minutos, trinta ciclos a 94ºC por 30 




por 3 minutos. Os produtos de amplificação foram visualizados e quantificados 
em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etídio, utilizando o marcador 
de massa Low DNA Mass Ladder (1000pb Ludwing Biotec). Na reação de 
sequenciamento, foram utilizados os ―primers‖ ITS1  
(5‘-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3‘), ITS4 (5‘-TCCTCCGCTTATTGATATGC--
3‘) e ITS5 (5-´GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG3-´) (WHITE et al., 1990). 
realizado em sequenciador ABI3130.  
A edição das sequências obtidas foi realizada com o auxílio do programa 
Staden versão 1.6 (BONFIELD et al., 2002). As sequências foram comparadas 
com sequências de linhagens referência depositadas no banco de dados NCBI 
- National Center for Biotechnology Information - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 
pelo programa BLAST (ALTSCHUL et al., 1997) para a detecção de 
similaridade entre as sequências. 
 
 
4.5 Micropropagação de S. terebinthifolius 
  
A micropropagação de aroeira (S. terebinthifolius) foi baseada na 
metodologia estabelecida por PAIVA e ALOUFA (2009). Os frutos foram 
coletados de espécimes de S. terebinthifolius encontrados no Campus 
Politécnico da Universidade Federal do Paraná e as sementes foram 
germinadas em condições de casa de vegetação, onde foi mantido um banco 
de germoplasma. 
Após a germinação, explantes (que consistiram de segmentos nodais, 
com aproximadamente 1 a 1,5 cm de comprimento) foram coletadas de regiões 
meristemáticas e imergidos em uma solução a 0,5% de ácido cítrico e ácido 
ascórbico para transporte e em seguida realizada  a desinfecção por meio de 
diferentes soluções.  
Posteriormente, os segmentos nodais foram submersos por um minuto 
em álcool 70% e desinfestados em câmara de fluxo laminar, submetendo-as 
aos tratamentos de assepsia, considerando: A1- solução de hipoclorito de 
sódio com taxa de cloro ativo a 2% por 10 minutos (PAIVA; ALOUFA, 2009); 
A2- cloreto de mercúrio 0,05% por 5 minutos; A3- cloreto de mercúrio 0,1% por 




mercúrio 0,1% por 10 minutos; A6- cloreto de mercúrio 0,01% por 5 minutos; 
A7- cloreto de mercúrio 0,01% por 10 minutos. Após a desinfestação, os 
mesmos foram lavados 3 vezes com água destilada autoclavada. 
Os procedimentos foram realizados em câmara de fluxo laminar e após 
cada tratamento de assepsia, foram inoculadas 1 segmento em cada tubo de 
ensaio esterilizado contendo 10 mL de meio de cultivo MS (MURASHIGE; 
SKOOG, 1962 ), o pH ajustado para 5,8, com 2 repetições, sendo 50 explantes 
por assepsia. O fotoperíodo aproximado foi de 16 horas de luz, fornecida por 
lâmpadas fluorescentes e temperatura em torno de 25°C ± 3°C. 
Os meios nutritivos testados foram MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) 
suplementado com 3% de sacarose, 0,1 g/L de mio-inositol, 7,0 g/L de ágar e 
WPM (LLOYD; MCCOWN, 1980) com 20 % de sacarose, 0,1g/L mio-inositol, 
7,0 g/L-1 de ágar submetidos aos seguintes tratamentos: T1- MS, 4,4 µM BAP; 
T2-WPM, 4,4 µM BAP; T3-MS, 4,4 µM BAP+0,1 µM ANA e T4-WPM+4,4 µM 
BAP+0,1 µM ANA. 
Os meios foram distribuídos em alíquotas de 10 ml por tubo e 
esterilizados a 121°C, sob pressão de 1 atm, durante 20 minutos. Em cada 
frasco foi inoculado 1 segmento em cada frasco, com 2 repetições, 50 
explantes por tratamento. Após os 7 dias de inoculação, foram avaliados 
semanalmente a porcentagem de brotações, oxidação e contaminação (fungos 
e bactérias).  
 
 
4.6 Obtenção dos extratos  
 
As folhas jovens de S. terebinthifolius foram coletadas, lavadas em 
água corrente e colocadas em estufa com temperatura inferior a 40ºC para 
secagem, posteriormente trituradas, pesadas e transferidas para erlenmeyers 
contendo éter de petróleo com o dobro do volume ocupado pelas folhas. A 
renovação do solvente foi realizada em intervalos de 24 horas durante três 
dias. O extrato foi filtrado em papel filtro, com o auxílio de um funil de vidro 
acoplado a frascos esterilizados. Após esse processo, as folhas foram 




de petróleo e metanólico foram concentrados em evaporador rotativo à pressão 
reduzida e o resíduo vegetal desprezado (HARBORNE, 1998). 
 
4.7 Fracionamento do extrato bruto metanólico das folhas de Schinus 
terebinthifolius 
 
O extrato bruto metanólico concentrado foi fracionado através de uma 
coluna de cromatografia a vácuo utilizando  gradiente de solventes para 
eluição. Para o fracionamento, aproximadamente 10 g do extrato metanólico 
bruto concentrado foram incorporados numa mistura de 2 g de sílica-gel e 2 g 
de florisil. Esta mistura foi colocada sobre 156 g da mistura de sílica-gel e 
florisil (1:1)  na coluna  a vácuo. Em seguida, um volume de 300 ml de cada 
eluente foi vertido sobre a camada de sílica, em ordem crescente de polaridade 
na seguinte sequência: éter de petróleo, éter de petróleo: acetato de etila (1:1), 
acetato de etila, acetato de etila:metanol (1:1) e metanol. Cada fração foi 
recolhida separadamente em um balão de vidro e concentrada em evaporador 
rotativo (HARBORNE, 1998). 
 
4.8 Avaliação do potencial antimicrobiano do extrato bruto e das frações 
dos extratos obtidos 
 
A avaliação do potencial antimicrobiano dos extratos obtidos foi feita por 
dois métodos. O Método dos poços (adaptação do manual M2-A8 padronizado 
pelo Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI, 2003 e o Método da 
microdiluição (adaptação do manual padronizado pela CLSI M7-A6, 2003; Gold 
standart para a verificação de atividade antimicrobiana): 
 
- Método dos poços 
Em placas de Petri contendo 30 mL de ágar Mueller-Hinton, foram feitos 
quatro orifícios de 6 mm de diâmetro, sendo um para o controle negativo 
(etanol 30%), um para o controle positivo (cloranfenicol 8,0 mg/mL para 
bactérias e nistatina 100000 UI/mL para leveduras), um como controle do 




ser analisado(a). Após a confecção dos orifícios, a superfície do meio de 
cultura teve o inóculo semeado com o auxílio de um swab. Os inóculos 
apresentaram concentração de 108 UFC/mL para as linhagens referência de 
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e 106 
UFC/mL para a linhagem referência de Candida albicans, ambas previamente 
cultivadas em aerobiose em meio Mueller-Hinton por 24 horas.  Para ajuste da 
concentração de inóculo, foi usada como base uma escala MacFarland nº 0,5. 
Em seguida, 50 μL de extrato/fração e dos controles foram pipetados nos 
orifícios previamente confeccionados, as placas foram incubadas sem inverter, 
a 35ºC, por 24 horas para as bactérias e 48 horas para a levedura. Os 
resultados foram coletados através da medida do halo de inibição de 
crescimento do crescimento formado em volta do poço. Todos os 
procedimentos foram realizados em duplicata. 
 
- Microdiluição  
O teste foi realizado em microplacas esterilizadas de 96 orifícios, de 
fundo plano, com tampa. Foi utilizado caldo MH como meio de cultura. O 
extrato metanólico bruto da planta procedente de ambiental e da cultivada in 
vitro e frações do extrato bruto da planta de procedência ambiental com 
atividade verificada pelo método de poços foram preparados como solução 
estoque, na concentração de 100.000 µg/mL, utilizando o solvente DMSO. Os 
96 orifícios da microplaca foram preenchidos com 90 μL de meio líquido (caldo 
MH). Cada linha foi preenchida com uma concentração do extrato, para isso 
foram preparadas a partir da solução estoque, outras soluções de maneira que 
quando adicionado 100 μL dessa solução no orifício fosse obtido uma 
concentração de 1000 μg/mL na primeira linha, 900 μg/mL até a concentração 
de 100 μg/mL, com intervalos de 100 μg/mL. Foram reservados orifícios para 
controle, sendo: uma linha para o controle do meio de cultura; a segunda para 
o controle de crescimento bacteriano; aos orifícios de outra linha foram 
adicionados 100 μL de gentamicina, na concentração de 0,2 mg/mL, para o 
controle positivo para bactérias e Nistatina 1000 UI para C. albicans; no 
orifícios das linhas de A a H da coluna 10, foram adicionados 100 μL do 
solvente utilizado para o preparo da solução estoque, para o controle negativo. 




na microplaca para as amostras vegetais foram de 1000 até 100 μg/mL, com 
intervalos de 100. Sequencialmente, foram adicionados 20 μL da suspensão 
bacteriana (107 UFC/mL) aos orifícios das colunas. O experimento foi realizado 
em triplicata. Posteriormente, as microplacas foram levadas à estufa 
incubadora à 37 ºC, durante 24 horas. 
Ao término da incubação, as microplacas foram submetidas à leitura 
em leitor de microplacas a 595 nm, onde tiveram seus valores registrados para 
a avaliação da MIC. 
 
 
4.9 Análise por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) dos 
extratos e frações  
 
As análises do extrato bruto e frações da planta de ambiente e do 
extrato bruto da planta produzida in vitro foram realizadas em um cromatógrafo 
líquido Waters acoplado a um detector DAD, utilizando  a coluna X-Terra C-18  
(250 mm x 4,6 mm, 5µm). Os solventes foram previamente filtrados em 
membrana PTFE 47 mm 0,45μm (Maxcrom OEM) e então desgaseificados em 
banho ultrassônico por 10 min. A coluna foi mantida à temperatura de 30ºC. As 
eluições foram realizadas utilizando-se Metanol e água num fluxo de 0,8 
mL/min, em modo gradiente (5:95 a 100:0; MeOH:H2O), com injeção de 10 µL. 
O tempo de corrida foi de 70 min. 
Para melhor resolução dos picos no cromatograma do extrato das folhas 
de ambiente, utilizou-se a técnica de Clean-up SPE. Para esta técnica foram 
solubilizados 411,5 mg do extrato das folhas  em 5 ml de MeOH (grau CLAE). 
Usou-se um cartucho Sep Pak de RP-18 (500 mg-6 ml), 55µm Strata-E, 
Phenomenex® e o cartucho foi acoplado ao manifold  e condicionado com 5 
mL de MeOH e 5 mL de H2O ultrapura. Foram feitas eluições de 6 mL cada, 
com o seguinte gradiente, MeOH:H2O  0:100;20:80;  40:60; 60:40, 80:20, 







4.10 - Análise estatística  
 
 
Para a análise estatística foi utilizada a análise de variância – ANOVA - 
com um delineamento inteiramente casualizado (DIC). As análises foram 
realizadas em todas as etapas necessárias do trabalho. Sempre que foi 
encontrado um valor significativo em relação ao teste F, completou-se a análise 
com teste de Tukey para comparação das médias, utilizando-se software 






5.1 Isolamento e atividade dos fungos endofíticos de Schinus 
terebinthifolius 
 
Um total de 133 fungos endofiticos foi isolado das folhas da planta  S. 
terebinthifolius localizada no Campus Politécnico da Universidade Federal do 
Paraná. Durante o isolamento, observou-se um maior  número de fungos 
isolados no mês de setembro de 2011, somando um total de 79%  em relação 
ao mês de março de 2012, onde foi obtido 56% de freqüência de isolados. Os 
fungos foram inicialmente agrupados de acordo com as suas características 
macromorfológicas, cujos critérios adotados foram sumarizados na Tabela1, 






TABELA 1 - MACROMORFOLOGIA DOS FUNGOS ENDOFÍTICOS ISOLADOS DE 
S.terebinthifolius 
GRUPOS MACROMORFOLOGIA DOS FUNGOS ENDOFÍTICOS ISOLADOS DE 
S.terebinthifolius 
1 Micélio felpudo, de coloração inicial branca, reverso escuro com o tempo e taxa 
rápida de crescimento. 
2 Micélio felpudo, coloração branca e taxa de crescimento rápida. 
3 Micélio algodonoso, coloração branca, bordas irregulares, produção de estruturas aéreas, 
taxa de crescimento rápido.   
4 Micélio compacto, com bordos irregulares, coloração verde escura; taxa de 
crescimento lenta. 
5 Micélio algodonoso, coloração branca, taxa de crescimento rápido, 
6 Micélio aveludado, coloração branca; taxa de crescimento rápido 
7 Micélio algodonoso, coloração amarela; taxa de crescimento rápido 
8 Micélio compacto, verso branco, reverso verde escuro, produção de estruturas áreas, 
crescimento lento. 
9 Micélio algodonoso, coloração branca, com formação raios, taxa de crescimento 
rápido 
10 Micélio compacto, coloração salmão, produção de pigmento 
11 Micélio algodonoso, coloração verde clara ; taxa de crescimento rápido 
12 Micélio compacto, coloração branca,bordas regulares, crescimento lento 
13 Micélio compacto, coloração branca,bordas irregulares, crescimento lento 
14 Micélio pulverulento colônias de coloração verde e aspecto  
15 Micélio compacto, coloração branca,bordas regulares, crescimento lento, produção de 
pigmento verde 
16 Micélio compacto, com bordos irregulares, coloração alaranjada e branca; 
produçãod e pigmento, taxa de crescimento lento 































































FIGURA 2- MACROMORFOLOGIA DE FUNGOS ENDOFÍTICOS ISOLADOS A PARTIR DE 
FOLHAS DE S. terebinthifolius - A1-2 (GRUPO1: Diaporthe sp.) , B1-2 (GRUPO-2: Diaporthe 
terebinthifolii) , C1-2 (GRUPO3: Acremonium sp.), D1-2-(GRUPO4: Guignardia sp.), E1-2 
(GRUPO5:Mycelia sterilia), F1-2 (GRUPO6: Glomerella sp.), G1-2 (GRUPO 7; Bipolares sp.), 
H1-2 (GRUPO 8: Alternaria sp.), I1-2-(GRUPO 9: Anthostomella leucospermi), J1-2(GRUPO10; 
Fusarium equiseti), K1-2 (GRUPO11: Nigrospora sp.), L1-2 (GRUPO12: Colletotrichum sp.), M-
(GRUPO 13: Ulocladium sp.), N1-2 (GRUPO 14: Penicillium commune), O1-2 (GRUPO15: 




Os isolados de cada grupo foram identificados preliminarmente a partir 
da macromorfologia, onde foram identificados 21 grupos. Um representante de 
cada grupo morfológico foi escolhido para avaliação do potencial 
antimicrobiano frente a linhagens referência de bactérias e leveduras de 
interesse clínico e caracterizados por meio do sequenciamento das regiões 
ITS1, do gene DNAr. A partir do sequenciamento foram confirmados 16 grupos 
de fungos endofíticos isolados a partir das folhas de S. terebinthifolius e os 
resultados foram sumarizados na tabela 2. Alguns isolados ainda estão em 
fase de identificação e os resultados podem ser encontrados de forma 
detalhada na tabela 1 do anexo I.  
 
TABELA 2 - CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR DOS FUNGOS ENDOFÍTICOS 
PROVENIENTES DAS FOLHAS DE Schinus terebinthifolius, PLANTA LOCALIZADA NO 











Identificação Molecular  
Gene sequenciado/ 
Nº de acesso 
genebank  
1 29 Diaporthe sp. Diaporthe sp.  
ITS/KF025946 
- 
2 10 Phomopsis sp.  Diaporthe terebinthifolii 
ITS/ KF025947 
3 11 Acremonium sp. NI - 
4 18 Guignardia sp. Guignardia vaccinii 
ITS/KF025945 
5 6 Mycelia sterilia NI - 
6 2 Glomerella sp. NI - 
7 4 Bipolares sp.  NI  - 
8 6 Alternaria sp.  NI  - 
9 5 Pestalotiopsis sp. Xylaria sp 
ITS/KF025950 
10 7 Fusarium sp. Fusarium sp 
ITS/KF025952 
11 4 Nigrospora sp. Nigrospora sp. 
ITS/KF025949 
12 8 Colletotrichum sp. Colletotrichum sp. 
ITS/KF025948 
13 5 Ulocladium sp.  NI  - 
14 3 Penicillium sp. Penicillium commune 
ITS/KF025951 
15 13 Xylaria sp.  Xylaria sp. 
ITS/KF025953 
16 2 Epicoccum sp.  Epicoccum nigrum 
ITS/KF025954 
NI- NÃO IDENTIFICADO (SEQÜENCIAMENTO EM ANDAMENTO) 
FONTE: O AUTOR (2013) 
 
 
Dos 21 isolados endofíticos avaliados quanto ao potencial 
antimicrobiano pelo teste de pareamento (Item 4.3, metodologia), um total de 




Fusarium sp., com nove isolados, apresentou atividade contra S. aureus 
enquanto, o isolado Xylaria sp. (12 isolados) foi ativo contra as linhagens 
referência de E. coli e S. aureus e o fungo Epicoccum nigrum, 2 isolados, 
demonstrou atividade frente às linhagens referência das bactérias   
P. aeruginosa e S. aureus. Nenhum dos isolados testados apresentou atividade 
contra C. albicans (TABELA 3). 
 
TABELA 3 - TESTE DE ANTAGONISMO FRENTE AOS MICRO-ORGANISMOS 
PATOGÊNICOS 
 DIÂMETRO DO HALO DE INIBIÇÃO ENDÓFITO X MICRO-
ORGANISMO(mm) 
Endófito P.aeruginosa E. coli S.aureus C. albicans 
Fusarium equiseti - - 14 e 15 - 
Xylaria sp  - 12 e 10 13 e 12 - 
Epicoccum nigrum 17 e 18 X 16 e 14 - 
FONTE: O AUTOR (2013) 
-= AUSÊNCIA DE HALO 
 
5.2 Micropropagação de S. terebinthifolius  
 
Para a introdução in vitro dos segmentos nodais de apicais de plantas 
adultas de S. terebinthifolius, inicialmente foi adotado o protocolo de 
desinfecção, utilizando hipoclorito de sódio (item 4.5). Os resultados iniciais 
indicaram uma alta frequência de contaminação seguida de oxidação. Então, 
foi adotado para a desinfecção, o composto químico cloreto de mercúrio, 
utilizado em diferentes concentrações e períodos de exposição (5.2). A partir 
do período de incubação (entre 7 a 14 dias) observou-se oxidação em 
praticamente todos os tratamentos. Embora esta oxidação tenha sido 
observada, a assepsia realizada com cloreto de mercúrio apresentou melhores 
resultados, no que se refere à oxidação e contaminação, quando comparada 
com a realizada com hipoclorito de sódio (TABELA 4). 
Baseado no percentual de contaminação dos segmentos nodais, 
durante o estabelecimento in vitro de S. terebinthifolius, verificou-se nas plantas 
submetidas ao tratamento com o cloreto de mercúrio as menores percentagens 
de oxidação e maiores taxas de sobrevivência. Sendo a concentração de 




foi o protocolo de assepsia adotado para a realização da introdução dos 
segmentos nodais.  
 
TABELA 4 - EXPERIMENTO DE ASSEPSIA COM EXPLANTES DE S. terebinthifolius 
Tratamento Assepsia Contaminação (%) Oxidação(%) Brotamento 
(número) 
NaClO 2% por 10 minutos 34 30 03 
HgCl2 0,05% por 5 minutos  26 30 18 
HgCl2 0,1% por 5 minutos 24 45 09 
HgCl2 0,05% por 10 minutos 12 62 12 
HgCl2 0,1% por 10 minutos 12 66 04 
HgCl2 0,01% por 5 minutos 52 24 14 
HgCl2 0,01% por 10 minutos 38 14 20 
FONTE: O AUTOR (2013) 
 
Depois de estabelecida a melhor assepsia, foram realizados 
experimentos para avaliação do melhor meio e concentração de fitoreguladores 
para introdução em in vitro da planta S. terebinthifolius. Os resultados obtidos 
sugerem que o meio WPM (4,4 µM BAP, 0,1 µM ANA e 7 g/L Agar), foi o 
melhor para introdução (TABELA 5). 
 
TABELA 5- RESULTADOS OBTIDOS DO EXPERIMENTO DE ASSEPSIA COM EXPLANTES 
S. terebinthifolius 
FONTE: O AUTOR (2013) 
 
A partir desses experimentos, em torno de 1000 segmentos foram 
introduzidos  in vitro, das quais 40 plantas se desenvolveram sob controle de 
contaminação. Os repiques para novos meios de cultura eram realizados a 
cada quinze dias, nesse período também foram realizados testes com a 
introdução de carvão ativado e polivinilpirrolidone compostos frequentemente 
utilizados para reduzir a presença de substâncias oxidantes no meio de cultura. 
Tratamentos Contaminação(%) Oxidação(%) Brotamento 
(número) 
T1- MS, 4,4µM BAP 4 52 17 
T2- WPM, 4,4µM 24 24 15 
T3- MS, 4,4µM BAP, 0,1 µM ANA 10 42 17 




No entanto, a presença desses compostos não resultou na diminuição das 
taxas de oxidação nos explantes.  
Após um período de oito meses ocorreu a formação de raízes em seis 
plantas, de forma espontânea, ou seja, sem adição de compostos indutores  da 
formação de raízes. As seis plantas que apresentaram raízes foram 
transferidas para vidros esterilizados com terra autoclavada adicionada de 
aditivos para a indução de crescimento. Entretanto, essas plantas não se 
adaptaram a essa condição e entraram em senescência. 
O restante das plantas (em torno de 34 explantes) foi destinado para 
obtenção do extrato metanólico bruto (item 4.6) com a finalidade de verificar a 
natureza química e atividade antimicrobiana dos compostos presentes no 
extrato da planta produzida in vitro. Além disso, folhas destas plantas foram 
utilizadas para a realização de isolamento de micro-organismos endofiticos. 
Fragmentos foliares dos explantes foram cultivados durante o período de vinte 
dias. Os resultados indicaram a ausência de micro-organismos dentro do 
período analisado. 
 
5.3 Atividade antimicrobiana dos extratos de folhas de plantas de 




A partir das folhas de S. terebinthifolius procedente do ambiente foram 
obtidos 35,02 g de extrato metanólico bruto e da planta produzida in vitro 0,197 
g de extrato bruto metanólico, o que significa um rendimento de 17,51% da 
planta procedente do ambiente e 19% da planta produzida in vitro em relação 
ao peso seco das folhas utilizadas. 
O extrato bruto da planta proveniente de ambiente foi fracionado, 
obtendo-se os seguintes rendimentos das frações: 0,002 g, éter de petróleo (1); 
0,34 g, éter de petróleo: acetato de etila (2); 0,04 g, acetato de etila (3); 3,2 g, 
acetato de etila: metanol (4) e 0,84, metanol (5). Esses resultados foram 
sumarizados na Tabela 6.  
 
TABELA 6 RENDIMENTOS DAS FRAÇÕES OBTIDAS A PARTIR DO EXTRATO BRUTO 





Fração Peso(g) Rendimento(%) 
Éter de petróleo  0,002 0,02 
Éter de petróleo: acetato de etila 0,34 3,4 
Acetato de etila 0,04 0,4 
Acetato de etila:metanol 3,2 32 
Metanol 0,84 8,4 
FONTE: O AUTOR (2012) 
 
Um estudo preliminar da ação dos extratos brutos metanólicos de folhas 
de S. terebinthifolius, das frações obtidas do extrato bruto de procedência 
ambiental e do extrato bruto da planta in vitro foi realizado por meio do método 
de poços (Item 4.8). 
De acordo com os resultados obtidos verificou-se que tanto o extrato 
bruto metanólico das folhas de S. terebinthifolius de procedência ambiental 
quanto as cultivadas in vitro possuíam compostos ativos contra Staphylococcus 
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans. As 
frações de extrato da planta de procedência ambiental que apresentaram 
atividade antimicrobiana mais relevante foram acetato de etila:metanol (1:1) e a 
metanol, sendo que a fração acetato de etila: metanol apresentou halos de 
inibição maiores (TABELA 7). 
 
TABELA 7- DIÂMETRO DO HALO DE INIBIÇÃO DO CRESCIMENTO DE QUATRO 
PATÓGENOS NA PRESENÇA DO EXTRATO BRUTO DE S. terebinthifolius E DE SUAS 
FRAÇÕES AVALIADOS PELO MÉTODO DOS POÇOS (MM) 
Tratamento E. coli P. aeruginosa S. aureus C. albicans 
Extrato Bruto  20 e 25 17 e 16 30 e 31 20 e 2,2 
Éter de petróleo: acetato 
de etila 
- - - - 
Acetato de etila 10 e 12 8 e 7 - - 
Acetato de etila:metanol 25 e 27 38 e 39 20 e 20 19 e 21 
Metanol 12 e 14  18 e 22 12 e15  12 e 14 
Planta in vitro 23 e 24 29 e 30 e 32 e 35  24 e 26  
 FONTE: O AUTOR (2012) 
- = AUSÊNCIA DE HALO DE INIBIÇÃO 
 
O extrato metanólico bruto da planta produzida in vitro apresentou 




inibição semelhantes aos do extrato bruto metanólico da planta procedente do 
ambiente (FIGURA 03). 
 
 
FIGURA 3- AVALIAÇÃO PELO MÉTODO DE POÇOS DO EXTRATO BRUTO DA PLANTA 
PRODUZIDA in vitro CONTRA LINHAGENS CLÍNICAS DE REFERÊNCIA. A - C. albicans 
(ATCC 10231), B - S. aureus (ATCC 27213), C - E. coli (ATCC 35219) E D - P. aeruginosa 
(ATCC 27853) .O HALO DE  COLORAÇÃO MARROM OBSERVADO NAS PLACAS É 
RESULTANTE DO POÇO CONTENDO O EXTRATO BRUTO. AS SETAS INDICAM O 
CONTROLE POSITIVO MOSTRANDO O HALO DE INIBIÇÃO NO POÇO CONTENDO OS 
ANTIMICROBIANOS GENTAMICINA PARA BACTERIAS E NISTATINA PARA LEVEDURAS. 
FONTE: O AUTOR(2013) 
 
Após a avaliação da atividade dos extratos pela metodologia de poços, 
os extratos e frações que apresentaram atividade antimicrobiana foram 
selecionados para verificação da concentração inibitória mínima (MIC) frente 
aos mesmos micro-organismos previamente testados, através de testes de 
diluição em microplacas, realizados conforme descritos na metodologia (ITEM 
4.8). 
No total, foram avaliados o extrato bruto da planta de procedência 
ambiental e cultivada in vitro e as frações acetato de etila:metanol (4) e metanol 
(5) dos extratos da planta de procedência ambiental. 
O extrato obtido com o solvente acetato de etila: metanol (4) apresentou 
melhor resultado frente às bactérias testadas, com uma concentração inibitória 




para S. aureus. O extrato bruto de planta cultivada in vitro também apresentou 
ação antimicrobiana frente aos micro-organismos testados, onde verificou-se 
inibição de E. coli (MIC= 500 µg/mL), P. aeruginosa (MIC= 700 µg/mL) e  
S. aureus (MIC=400 µg/mL). Nenhum extrato apresentou atividade contra  
C. albicans nas concentrações testadas por este método (TABELA 8). 
 
TABELA 8- AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EXTRATO BRUTO 
METANÓLICO DE S. terebinthifolius E DE SUAS FRAÇÕES PELO MÉTODO DA 
MICRODILUIÇÃO (µg/mL) 
 Tratamento E. coli P. aeruginosa S. aureus C. albicans 
Extrato Bruto  800 900 400 - 
Éter de petróleo: 
acetato de etila 
- - - - 
Acetato de etila - - - - 
Acetato de 
etila:metanol 
500 600 300 - 
Metanol - - 400 - 
Planta in vitro 500 700 400 - 
FONTE: O AUTOR (2013) 
- NÃO APRESENTOU ATIVIDADE 
 
 
5.4 Relação química entre os extratos com atividade da planta de 
procedência ambiental e cultivada in vitro 
 
Para análise em CLAE dos compostos, inicialmente foram injetados os 
padrões isolados e identificados de compostos obtidos de S. terebinthifolius 
(cedidos pelo professor João Lago - USP) para serem utilizados como 
parâmetro. Os cromatogramas obtidos a partir dos padrões estão 







FIGURA 4- CROMATOGRAMA OBTIDO PADRÕES PREVIAMENTE ISOLADOS DE S. 
terebinthifolius POR CERUKS ET AL., 2007: A- ÁCIDO GÁLICO; B- CATEQUINA; C- GALATO 
DE ETILA; D- GALATO DE METILA; E- QUERCITINA.  
Após a obtenção do perfil cromatográfico dos padrões, foram realizados 
as análises do extrato metanólico e suas frações,das folhas da planta 
procedente do ambiente. Para as plantas cultivadas in vitro foi analisado 









Através da comparação entre o perfil cromatográfico dos padrões de  
S. terebinthifolius (FIGURA 4) com o extrato bruto das folhas da planta de 
procedência ambiental, não foi possível identificar os compostos, devido à 
presença de ruídos. Nas frações do extrato, foi possível identificar a presença 
do galato de metila na fração 4 de acetato:metanol (FIGURA 5). O perfil 
cromatográfico do extrato bruto das folhas da planta cultivada in vitro 
apresentou tempo de retenção semelhante ao padrão galato de metila 
(FIGURA 6). 
 
FIGURA 6- CROMATOGRAFIA DA SOBREPOSIÇÃO DOS PADRÕES DOS COMPOSTOS 
ISOLADOS DE S. terebinthifolius COM O EXTRATO BRUTO METANOLICO DAS FOLHAS DA 
PLANTA CULTIVADA IN VITRO. TEMPO DE RETENÇÃO NA COLUNA DE HPLC 70 
MINUTOS 
 
Comparando os padrões de cromatografia do extrato das folhas da 
planta procedente do ambiente e das plantas cultivadas in vitro, foi possível 
demonstrar que a fração 4 (acetato de etila: metanol) obtida pelo fracionamento 






do extrato bruto da planta de procedência ambiental apresentou um padrão 
cromatográfico similar ao apresentado pelo extrato bruto da planta cultivada in 
vitro (FIGURA 7). 
FIGURA 7- CROMATOGRAMA DE SOBREPOSIÇÃO ENTRE FRAÇÃO (4) E O EXTRATO 






6.1 Isolamento e atividade dos fungos endofíticos  
 
Os isolamentos de fungos endofíticos foram realizados em dois 
diferentes períodos sazonais, primavera (Setembro de 2011) e verão (Março de 
2012). A frequência dos fungos endofíticos isolados na primavera foi maior, 
79%, em relação ao verão 56%. Outros trabalhos realizados com a mesma 
planta, apresentaram dados semelhantes aos observados nesse trabalho, 
Tonial (2010) no mês de setembro obteve 76% de frequência de isolamento e 
em março 50%. Da mesma forma, Gao e colaboradores (2005) obtiveram uma 
frequência maior de isolados endofíticos de Heterosmilax japonica, uma planta 




resultados sugerem uma variação sazonal para os endófitos, o que deve ser 
levado em consideração para estudos de variabilidade populacional. 
Nesse estudo foram identificados diversos isolados fúngicos endófitos 
das folhas de aroeira, pertencentes a diferentes gêneros e espécies Diaporthe 
sp, Diaporthe terebinthifolii, Guignardia vaccinii, Anthostomella leucospermi, 
Fusarium equiseti, Nigrospora sp, Colletotrichum sp,. Penicillium commune e 
Epicoccum nigrum (TABELA 1). Entre os isolados, o gênero Diaporthe foi o 
mais frequente, inclusive com o registro da espécie D. terebinthifolis, a qual 
representa uma espécie nova, descrita recentemente por Gomes e 
colaboradores(2013) e foi isolada a partir de folhas da mesma planta. 
O fungo Guignardia vaccinii isolado no presente trabalho já foi relatado 
como endofítico da planta Garcinia parvifolia no estudo realizado por Sim e 
colaboradores (2010). Esse fungo apresentava atividade antimicrobiana frente 
à Listeria monocytogenes, Aeromonas hydrophila, Bacillus megaterium e B. 
subtilis. Entretanto, não foi verificada atividade antimicrobiana desse fungo 
contra as linhagens patogênicas utilizadas como referência no presente estudo. 
O gênero Colletotrichum isolado com grande frequência neste estudo 
(TABELA1), já foi relatado como endofítico de S. terebinthifolius no trabalho 
realizado por Tonial (2010). Além disso, em outro estudo com endofíticos 
isolados de folhas dessa planta foram encontradas três diferentes espécies de 
Colletotrichum com grande diversidade genética, incluindo a espécie C. 
gloeosporioides, C. boninense e C. simmondsii (LIMA et al., 2012). Esses 
achados parecem indicar que as espécies do gênero Colletotrichum são fungos 
endofíticos frequentes em S. terebinthifolius. 
Entre os diferentes isolados, três pertencentes a gêneros diferentes 
Fusarium equiseti, Xylaria sp. e Epicoccum nigrum apresentaram alta atividade 
antimicrobiana. De acordo com relatos da literatura, estes gêneros foram 
isolados como endofíticos de várias espécies de plantas (RADIC; STRUKELJ, 
2012). O fungo F. equiseti apresentou atividade contra S. aureus. Este fungo foi 
anteriormente relatado como endofítico de plantas medicinais, nativas de 
outras regiões, cujos isolados apresentavam atividade antimicrobiana contra 
esse micro-organismo. Em um estudo realizado com isolados endofíticos de  
G. parvifolia, uma planta pertence à família Clusiaceae, nativa da Ásia, 




população como anti-inflamatório, foi identificada como F. equiseti e 
apresentava atividade contra S. aureus, Agromyces lapidis, L. monocytogenes, 
Bacillus megaterium e Bacillus subtilis (SIM et al., 2010). 
Outro fungo endofitico obtido durante este isolamento, identificado como 
Xylaria sp., apresentou atividade antimicrobiana frente a E.coli e S. aureus. 
Este fungo tem sido relatado como endófito de Ginkgo biloba e produtor de 
muitos compostos biologicamente ativos, incluindo agentes antifúngicos (LIU et 
al., 2008). Ainda de acordo com os autores, o fungo também mostrou 
expressiva atividade antibacteriana contra S. aureus, E. coli, Salmonella typhia, 
S. enteritidis, Aeromonas hydrophila, Yersinia sp., Vibrio anguillarum, Shigella 
sp. e Vibrio parahaemolyticus, com MICs obtidos comparáveis ou mesmo 
menores do que os obtidos para os antibióticos de controle positivo ampicilina, 
gentamicina ou tetraciclina. Hu e colaboradores (2010) relataram a ocorrência 
de Xylaria sp. como endófito de Torreya jackii, uma planta medicinal também 
originária da China, com isolados produtores de novos compostos que inibiram 
o crescimento de E. coli, Bacillus subtilis e S. aureus. 
Além disso, neste trabalho foi observado dois isolados de Epicoccum 
nigrum com atividade antimicrobina. Baute e colaboradores (1978), também 
obtiveram um isolado de E. nigrum que inibia o desenvolvimento de  S.aureus. 
Outro trabalho realizado com extrato bruto etanólico de E. nigrum isolado como 
endofítico de Dendrobium devonianum, uma planta medicinal da família 
Orchidaceae, relatou atividade antagonista do extrato desse fungo contra S. 
aureus com um espectro superior ao do antibiótico Ampicilina.(JUAN et al., 
2011). Além disso Zhang e colaboradores (2007) obtiveram epicoccins, um 
derivado de E. nigrum com atividade contra B. subtilis. 
A avaliação do potencial antimicrobiano dos isolados endofíticos de  
S. terebinthifolius realizado por Tonial (2010) selecionou os fungos Phomopsis 
sp., Alternaria sp. e Penicillium roseopurpureum, ativos in vitro contra S. aureus 
e P. aeruginosa. e o actinomiceto (Streptomyces sp.) com atividade contra  
C. albicans. Esses resultados diferem dos encontrados no presente trabalho e 
sugerem uma variação na população de micro-organismos endofíticos isolados 
de S. terebinthifolius. 





A micropropagação in vitro de plantas medicinais tem sido realizada por 
vários pesquisadores (SABÁ et al., 2002; PANICKER et al., 2007). Nesse 
trabalho, a micropropagação representou uma ferramenta de suma importância 
para avaliação do papel dos fungos endofíticos no potencial antimicrobiano de 
S. terebinthifolius.  
A assepsia, segundo Debergh e colaboradores (1992) é o primeiro 
estágio da micropropagação. A porcentagem de explantes contaminados nesta 
etapa reflete a dificuldade na obtenção de material. Primeiramente para o 
estabelecimento de S. terebinthifolius foi utilizado o protocolo estabelecido por 
Paiva e Aloufa (2009), o qual utilizava etanol a 70% por 3 minutos, hipoclorito 
de sódio com taxa de cloro ativo a 2% por 10 minutos, possibilitando a 
obtenção de 86% de taxa de indução de brotos. Entretanto, utilizando o mesmo 
tratamento no presente trabalho, foram obtidas taxas de brotamento muito 
baixas. Como uma alternativa para assepsia de S. terebinthifolius, foram 
realizados experimentos utilizando o cloreto de mercúrio em diferentes 
concentrações e tempo de imersão para assepsia, sendo a concentração de 
0,01% por 10 minutos, a melhor assepsia. A utilização de cloreto de mercúrio 
vem sendo empregada em ensaios para o estabelecimento in vitro de várias 
espécies como uma alternativa para desinfestação de explantes e sementes, 
onde a contaminação por micro-organismos é um fator limitante (FERMINO et 
al., 2009).  
No presente trabalho, o cloreto de mercúrio não atuou negativamente 
sobre o brotamento de explantes. Os resultados desse estudo podem ser 
comparados com os de Ribas e colaboradores (2005) com segmentos nodais 
de peroba-rosa. Os autores avaliaram hipoclorito de sódio 0,25% e cloreto de 
mercúrio 0,05% por 10 minutos e obtiveram melhor taxa de sobrevivência dos 
explantes na assepsia com cloreto de mercúrio. Contudo, segundo George 
(1993), apesar do cloreto de mercúrio ser mais eficiente do que o hipoclorito de 
sódio na desinfestação de explantes, ele é um produto tóxico e deve ser usado 
com muita cautela, tanto para evitar a fitotoxidez quanto para o contato 
humano. 
De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho, em relação 
aos meios avaliados,o WPM foi o meio de cultura mais adequado, com taxa de 




substituição do meio MS basal pelo meio WPM, foi baseada em relatos da 
literatura, devido composição mais diluída em nutrientes do meio WPM, 
originalmente formulado para espécies lenhosas (MELO et al., 1999). De 
acordo com Pasqual (2001) o meio WPM possui 25% das concentrações de 
íons nitrato e amônia, quando comparado ao meio MS. No entanto, o meio 
WPM apresenta mais potássio e um elevado nível de íons sulfato, sendo o 
mais indicado para espécies lenhosas como é o caso da aroeira. 
Em todos os experimentos realizados, a partir do décimo quinto dia foi 
observado alto nível de oxidação fenólica, que dificultou e impediu o 
desenvolvimento dos explantes. O mesmo foi observado por Das e 
colaboradores (1996) no cultivo de cajueiro, que a partir do 15-20 dias ocorreu 
o escurecimento e a morte dos explantes. Segundo Paiva e Aloufa (2009) a 
oxidação fenólica é um dos problemas que dificulta o estabelecimento inicial do 
cultivo in vitro para algumas espécies, ocorrendo a liberação de compostos 
fenólicos devido à injúria causada nos tecidos durante a excisão dos explantes. 
A partir desses experimentos, 40 plantas foram introduzidas em in vitro, 
sob controle de contaminação, com repiques a cada quinze dias. Essas plantas 
foram utilizadas para obtenção de extratos, utilizando o mesmo método de 
extração adotado para a obtenção dos extratos da planta procedente do 
ambiente. As propriedades antimicrobianas e a presença de compostos 
químicos dos extratos procedentes da planta do ambiente natural e in vitro e 
dos endofíticos foram determinadas com o objetivo de avaliar a influência dos 
fungos endofíticos na propriedade antimicrobiana da planta S. terebinthifolius. 
Além disso, folhas da planta cultivada sob controle de assepsia, foram 
submetidas ao mesmo método (ITEM 4.2) da planta procedente do ambiente 
para isolamento de endofíticos, para assegurar a ausência de fungos 
endofíticos na planta produzida in vitro, não sendo verificado o crescimento de 
nenhum micro-organismo nesse experimento. 
  
 






Em relação à partição do extrato, os resultados obtidos no presente 
trabalho foram semelhantes aos encontrados por Tonial (2010) e Boros (2008) 
quando trabalharam com a mesma planta, sendo que a maioria dos metabólitos 
secundários obtidos do extrato metanólico bruto das folhas foram concentrados 
na fração acetato de etila: metanol (1:1), dado coerente levando em 
consideração a polaridade do solvente utilizado para a extração. 
Com base na metodologia de difusão em poços, foi verificada atividade 
contra todos os micro-organismos testados para o extrato metanólico bruto de 
aroeira de procedência ambiental e da cultivada in vitro. Esses dados sugerem 
a presença de compostos com atividade antimicrobiana na planta cultiva in 
vitro. Os resultados obtidos por esse métodos foram utilizados para indicar 
presença ou ausência de atividade do(s) extrato/frações. A atividade 
antimicrobiana de S.terebinthifolius já foi relatada em vários estudos utilizando 
esse método. Resultados semelhantes foram encontrados por LIMA e 
colaboradores (2004), com extrato aquoso de caules e folhas da aroeira que 
expressou atividade contra S. aureus, S. epidermidis, Bacillus cereus e  
P. aeruginosa. 
 Outros estudos, utilizando a mesma metodologia, confirmaram a 
atividade de compostos polares obtidos a partir de S. terebinthifolius contra 
 S. aureus (SOARES; MENTZ, 2006). Também já foi confirmada, por 
metodologia de mesmo princípio, a atividade do extrato alcoólico dos frutos de 
aroeira contra S. aureus (DEGÁSPARI; WASZCZYNSKY; PARDO, 2005). 
Entretanto o presente trabalho é o primeiro a avaliar essa atividade em plantas 
de S. terebinthifolius cultivadas in vitro. 
A fração do extrato bruto da planta de procedência ambiental que 
apresentou atividade contra todos os micro-organismos analisados, foi acetato 
de etila:metanol. Esta metodologia utilizada apenas forneceu dados para que 
fossem geradas hipóteses para os resultados da microdiluição, que é a 
metodologia gold standart para a avaliação de atividade antimicrobiana, de 
acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). 
O ensaio de microdiluição confirmou a atividade do extrato bruto 
metanólico da planta procedente do ambiente e da cultivada in vitro. A fração 
do extrato da planta procedente do ambiente que melhor concentrou os 




indicam que os compostos ativos seriam de polaridade alta, possivelmente do 
grupo dos polifenóis (taninos, flavonóides, quinonas). 
O resultado mais expressivo foi obtido contra a bactéria S. aureus, o 
extrato bruto da planta de procedência ambiental e a cultivada in vitro 
apresentaram valores de MIC 400 µg/mL e de 300 µg/mL para fração acetato 
de etila:metanol da planta de procedente do ambiente, em trabalho realizado 
por Moura-costa e colaboradores (2012) a MIC indicada para S. aureus foi de 
250 µg/ mL. 
A caracterização dos compostos produzidos pelos fungos endofíticos 
poderá elucidar melhor a influência da comunidade endofítica na produção 




6.4 Atividade antimicrobiana dos compostos químicos identificados a 
partir dos extratos de S. terebinthifolius  
 
Diante dos cromatogramas CLAE/DAD obtidos a partir dos extratos 
brutos da planta do ambiente e da planta cultivada in vitro assim como das 
frações ativas da planta de ambiente de S. terebinthifolius, observou-se picos, 
semelhantes ao padrão galato de metila. O galato de metila foi anteriormente 
isolado a partir de folhas de S. terebinthifolius, com atividade antiradicalar e 
propriedades antialérgicas (CAVALHER-MACHADO et al., 2008; CERUKS et 
al., 2007a). Além disso, este composto tem sido isolado de outras plantas 
medicinais, com ação antibacteriana comprovada.  
Em um estudo realizado por Kang e colaboradores (2008) relatou-se que 
esse composto promoveu a inibição da aderência in vitro de S. mutans. 
Gorzalczany e colaboradores (2011) realizaram estudos com camundongos e 
verificaram que o galato de metila isolado da planta  
Lithrea molleoides, apresentava ação anti-inflamatória sistêmica. Uma 
avaliação da atividade antimicrobiana de galato de metila isolado de Paeonia 
lactiflora contra isolados clínicos de Helicobacter pylori indicou que esse 
composto possui potencial antibacteriano para a prevenção de doenças 




resultados obtidos para S. terebinthifolius no presente trabalho, sugerindo a 
presença do galato de metila tanto nas frações com maior atividade 
antimicrobiana, acetato de etila:metanol (1:1) e metanol como no extrato bruto 
das folhas da planta produzida in vitro.  
A avaliação da atividade antimicrobiana do extrato bruto de aroeira 
demonstrou a inibição de bactérias e leveduras pelo método da microdiluição 
em placas. Entretanto, não foi possível constatar a atividade antifúngica frente 
à levedura C. albicans por meio da concentração inibitória mínima (MIC) do 
extrato bruto e das frações. O fato de não ter sido confirmada atividade 
antifúngica pelo método MIC pode estar relacionado à concentração testada de 
até 1000 µg/mL. Schmourlo e colaboradores (2005) estudaram a atividade 
antimicrobiana de S. terebenthifolius verificando que o extrato aquoso perdia a 
atividade anteriormente identificada contra C. albicans quando fracionado. 
Resultados similares foram obtidos por Boros  (2008), sugerindo que diferentes 






7 CONCLUSÕES  
 
 
Por meio dos resultados deste estudo verificou-se que alguns fungos 
endofíticos isolados de S. terebinthifolius possuem atividade antimicrobiana, 
com potencial para bioprospecção. 
A caracterização dos extratos de folhas da planta de procedência 
ambiental e daquelas produzidas in vitro com atividade antimicrobiana, indicou 
a presença de galato de metila no extrato de ambas as plantas. 
Os fungos isolados nessa pesquisa parecem não estar relacionados com 
a produção de galato de metila por essa planta.  
Como perspectivas futuras, este trabalho propõe a padronização de um 
protocolo in vitro de S. terebinthifolius, o qual possibilitará a realização de 




previamente isolados desta planta. Além disso, a purificação e caracterização 
química de compostos com atividade antimicrobiana produzidas pelos fungos 
endofíticos de S. terebinthifolius, também possibilitarão a realização de 
experimentos para avaliar a atividade desses compostos na planta produzida in 
vitro e desta forma abrir janelas para o entendimento dos mecanismos 
envolvidos na produção das substâncias antimicrobianas pela planta e a sua 
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TABELA 1 – ISOLADOS ENDOFITICOS A PARTIR DE FRAGMENTOS 
FOLHARES DE Schinus terebinthifolius  




GENE SUBSTRATO Origem  
LBMAR 01 A Phomopsis sp. Diaporthe sp ITS Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 02 A Phomopsis sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 03 A Phomopsis sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 04 A Phomopsis sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 05 A Phomopsis sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 06 A Phomopsis sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 07 A Phomopsis sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 08 A Phomopsis sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 09 A Phomopsis sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 10 A Phomopsis sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 11 A Phomopsis sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 12 A Phomopsis sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 13 A Phomopsis sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 14 A Phomopsis sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 15 A Phomopsis sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 16 A Phomopsis sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 17 A Phomopsis sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 18 A Phomopsis sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 19 A Phomopsis sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 20 A Phomopsis sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 21 A Phomopsis sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 22 A Phomopsis sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 23 A Phomopsis sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 24 A Phomopsis sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 25 A Phomopsis sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 26 A Phomopsis sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 27 A Phomopsis sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 28 A Phomopsis sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 






TABELA 1 – ISOLADOS ENDOFITICOS A PARTIR DE FRAGMENTOS 
FOLHARES DE Schinus terebinthifolius  
 
ISOLADOS GRUPO ID. 
MORFOLÓGICA/GRUPO 
ID MOLECULAR GENE SUBSTRATO ORIGEM 
LBMAR 30 A Phomopsis sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 31 A Phomopsis sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 32 B Diaporthe sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 33 B Diaporthe sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 34 B Diaporthe sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 35 B Diaporthe sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 36 B Diaporthe sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 37 B Diaporthe sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 38 B Diaporthe sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 39 B Diaporthe sp. Diaporthe 
terebhintifolli 
ITS Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 40 B Diaporthe sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 41 B Diaporthe sp.    Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 42 C Acremonium sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 43 C Acremonium sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 44 C Acremonium sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 45 C Acremonium sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 46 C Acremonium sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 47 C Acremonium sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 48 C Acremonium sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 49 C Acremonium sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 50 C Acremonium sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 51 C Acremonium sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 52 D Guignardia sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 53 D Guignardia sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 54 D Guignardia sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 55 D Guignardia sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 56 D Guignardia sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 57 D Guignardia sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 58 D Guignardia sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 






TABELA 1 – ISOLADOS ENDOFITICOS A PARTIR DE FRAGMENTOS 
FOLHARES DE Schinus terebinthifolius  
  
ISOLADOS GRUPO ID. 
MORFOLÓGICA/GRUPO 
ID MOLECULAR GENE SUBSTRATO ORIGEM 
LBMAR 60 D Guignardia sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 61 D Guignardia sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 62 D Guignardia sp.   Folhasde S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 63 D Guignardia sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 64 D Guignardia sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 65 D Guignardia sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 66 D Guignardia sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 67 D Guignardia sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 68 E Cladosporium sp   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 69 E Cladosporium sp   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 70 E Cladosporium sp   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 71 E Cladosporium sp   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 72 E Cladosporium sp   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 73 E Cladosporium sp   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 74 F Glomerella sp.   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 75 F Glomerella sp.    Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 76 G Bipolares sp.     Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 77 G Bipolares sp.    Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 78 G Bipolares sp.    Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 79 G Bipolares sp.    Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 80 H Alternaria sp.    Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 81 H Alternaria sp.    Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 82 H Alternaria sp.    Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 83 H Alternaria sp.    Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 84 H Alternaria sp.    Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 85 H Alternaria sp.    Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 86 I Pestalotiopsis sp Anthostomella 
leucospermi 
ITS Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 87 I Pestalotiopsis sp   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 88 I Pestalotiopsis sp   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 






TABELA 1 – ISOLADOS ENDOFITICOS A PARTIR DE FRAGMENTOS 
FOLHARES DE Schinus terebinthifolius  
ISOLADOS GRUPO ID. 
MORFOLÓGICA/GRUPO 
ID MOLECULAR GENE SUBSTRATO ORIGEM 
LBMAR 90 I Pestalotiopsis sp   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 91 J Fusarium sp Fusarium equiseti ITS Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 92 J Fusarium sp   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 93 J Fusarium sp   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 94 J Fusarium sp   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 95 J Fusarium sp   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 96 J Fusarium sp   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 97 J Fusarium sp   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 
LBMAR 98 J Fusarium sp   Folhas de S. 
terebinthifolius 
Curitiba, Brasil 





















































































N Penicillium sp Penicillium 
commune 
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ISOLADOS GRUPO ID. 
MORFOLÓGICA/GRUPO 
ID MOLECULAR GENE SUBSTRATO ORIGEM 
LBMAR 
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Meios de cultura  
 
Caldo Müller-Hinton (CMH)  
 
Infusão de carne bovina 30,0 g  
Peptona de caseína ácida 17,5 g  
Amido 1,5 g  
Água destilada q.s.p. 1000,0 mL  
 
Meio Ágar Müeller-Hinton (MHA)  
Infusão de carne bovina 30,0 g  
Peptona de caseína ácida 17,5 g  
Amido 1,5 g  
Ágar 17,0 g  
Água destilada p/1000,0 mL  
 
Meio Ágar Extrato de Malte (MEA) (PATERSON; BRIDGE, 1994)  
Extrato de malte 20,0 g  
Peptona 1,0 g  
Ágar 15,0 g  
Água destilada q.s.p. 1000,0 mL  
pH 5,8  
 
Meio Czapeck  
Glicose 30,0g  
NaNO3 2,0g  
K2HPO4 2,0g  
MgSO4.7H2O 0,5g  
KCl 0,5g  
FeSO4 0,5g 74  





Meio Batata-Dextrose-Ágar (BDA)  
Batata descascada e cortada 200,0 g  
Dextrose 20,0 g  
Ágar 15,0 g  
Água destilada p/1000,0 mL  
As batatas foram cozidas em 500 mL de água destilada durante 20 minutos. 
Filtrou-se com gaze, adicionou-se a dextrose ao caldo e completou-se com 
água destilada em quantidade suficiente para 1000,0mL.  
O pH foi ajustado para 6,8 adicionando-se NaOH 1N e/ou HCl 1N conforme a 
necessidade.  
 
Meio Seletivo para Isolamento de Actinomicetos (AC) (KÜSTER; 
WILLIAMS, 1964)  
Amido (ou glicerol) 10,0g  
Caseína 0,3g  
KNO3 2,0g  
NaCl 2,0g  
K2HPO4 2,0g  
MgSO4.7H2O 0,05 g  
FeSO4.7H2O 0,01g  
Ágar 18,0g  
Água destilada q.s.p. 1000,0mL  
pH 7,0-7,2  
 
Após a esterilização do meio, antes do plaqueamento, a uma temperatura de 
aproximadamente 50ºC, foram acrescentados 50μg/mL de ciclohexamida ao 
meio.  
 
OBS: Todos os meios de cultura foram autoclavados durante 20 minutos a 









Análise estatística atividade antimicrobiana extratos de Schinus terebinthifolius 
============================================================
====== 
ASSISTAT Versão 7.6 beta (2013) - Homepage http://www.assistat.com 
Por Francisco de A. S. e Silva DEAG-CTRN-UFCG - Atualiz.01/03/2013 
============================================================
====== 
Arquivo estatistica diametro  Data 27/03/2013  Hora 14:00:32  
 
                       EXPERIMENTO FATORIAL                        
 
                        QUADRO DE ANÁLISE                          
------------------------------------------------------------------ 
FV             GL          SQ              QM            F         
------------------------------------------------------------------ 
Fator1(F1)      3        258.06250        86.02083      50.9753 ** 
Fator2(F2)      7       6616.18750       945.16964     560.1005 ** 
Int. F1xF2     21        586.18750        27.91369      16.5414 ** 
------------------------------------------------------------------ 
Tratamentos    31       7460.43750       240.65927     142.6129 ** 





Total          63       7514.43750                                 
------------------------------------------------------------------ 
** significativo ao nível de 1% de probabilidade (p < .01)         
 * significativo ao nível de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)  
ns não significativo (p >= .05)                                    
 
    GL           GLR          F-crit       F            p          
    3            32           4.4604       50.9753      <0.001     
    7            32           3.2593       560.1005     <0.001     
    21           32           2.4809       16.5415      <0.001     
    31           32           2.3291       142.6129     <0.001     
Fator 1 = Fator1 
Fator 2 = Fator2 
                         MÉDIAS E MEDIDAS                    
 
                        Médias do fator 1                          
                      ----------------------                       
                          1      14.62500  b                       
                          2      16.68750 a                        
                          3      11.37500    d                     
                          4      12.68750   c                      
                      ----------------------                       





                        Médias do fator 2                          
                      ----------------------                       
                          1      19.12500  b                       
                          2       0.00000     e                    
                          3       0.00000     e                    
                          4       4.62500    d                     
                          5      26.12500 a                        
                          6      14.87500   c                      
                          7      25.37500 a                        
                          8      20.62500  b                       
                      ----------------------                       
                        dms =       2.10350                        
 
                       MÉDIAS DE INTERAÇÃO                         
 
                       Fator 1 x Fator 2 (AxB)                         
---------------------------------------------------------------------- 
                                    B                                  
 A   ----------------------------------------------------------------- 
          B1           B2           B3           B4           B5       
---------------------------------------------------------------------- 




 A2    16.5000 bD    0.0000 aF    0.0000 aF    7.5000 aE   38.5000 aA  
 A3    16.5000 bBC   0.0000 aD    0.0000 aD    0.0000 bD   20.0000 cAB 
 A4    21.0000 aAB   0.0000 aD    0.0000 aD    0.0000 bD   20.0000 cB  
---------------------------------------------------------------------- 
 
                             Continuação                               
                       Fator 1 x Fator 2 (AxB)                         
             --------------------------------------------              
                                    B                                  
              A   ---------------------------------------              
                       B6           B7           B8                    
             --------------------------------------------              
              A1    13.0000 bC   23.5000 bAB  21.0000 abB              
              A2    20.0000 aCD  29.5000 aB   21.5000 aC               
              A3    13.5000 bC   23.5000 bA   17.5000 bBC              
              A4    13.0000 bC   25.0000 bA   22.5000 aAB              
             --------------------------------------------              
    dms para colunas =     3.5158    dms para linhas  =     4.2070     
    Classific.c/letras minúsculas    Classific.c/letras maiúsculas     
 
          As médias seguidas pela mesma letra não diferem          
          estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste          





    MG = 13.84375                                   CV% = 9.38     
                      Ponto médio = 19.50000                       
 
                              DADOS                                
                              ------                               
                              20  25                               
                               0   0                               
                               0   0                               
                              10  12                               
                              25  27                               
                              14  12                               
                              23  24                               
                              20  22                               
                              17  16                               
                               0   0                               
                               0   0                               
                               8   7                               
                              38  39                               
                              22  18                               
                              29  30                               
                              20  23                               




                               0   0                               
                               0   0                               
                               0   0                               
                              20  20                               
                              15  12                               
                              23  24                               
                              17  18                               
                              20  22                               
                               0   0                               
                               0   0                               
                               0   0                               
                              19  21                               
                              12  14                               
                              24  26                               
                              21  24                               
                              ------                               
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          UFCG = Universidade Federal de Campina Grande            
          CTRN = Centro de Tecnologia e Recursos Naturais          
          DEAG = Departamento de Engenharia Agrícola               




          SQ = Soma de quadrado       QM = Quadrado médio          
          F = Estatística do teste F     MG = Média geral          
          CV% = Coeficiente de variação em %                       
          dms = Diferença mínima significativa                     
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